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The GRAM domain is found in glucosyltransferases, Rab GTPases-activating proteins and 
myotubularins but its function remains poorly known in plants. We classified a new group of nine 
proteins with a specific sequence in the GRAM domain that we propose to name GER (GEM 
RELATED) subfamily, based on their similarity to GEM (GL2 EXPRESSION MODULATOR). In this 
work we have focused on GEM.  
GEM expression was mainly located in the root during the vegetative stage of the plant 
but in the reproductive stage GEM is also expressed in flowers and siliques during gametogenesis, 
embryogenesis and seed maturation. In the flower, GEM is located in developing microspores, the 
tapetum layer in the pollen sacs, dehiscent pollen grains and in the stigma papillae of the 
gynoecium.  In siliques, GEM is located in the endosperm of developing seeds, similarly to ABA45, 
another GRAM protein of barley. All these plant locations are associated with the production of 
ABA and therefore we hypothesized that GEM could play a role in ABA signaling processes. We 
have demonstrated that GEM expression is induced by ABA and has a role in seed germination, 
related to its expression in the endosperm.  
ABA activates GEM expresion in an ABRE site-dependent manner and its regulation 
requires the activity of ABI1 phosphatase, SnRK2 2.2 / 2.3/ 2.6 kinases, and the ABI3 and ABI5 
transcription factors, which specifically recognize the ABRE motifs. Similarly, other members of 
the subfamily GER, such as GER5, are also ABA responsive genes but only GER4 has ABRE motifs in 
its promoter. 
Global transcriptional studies in gem-1 and GEMoe plants have shown a strong 
deregulation of ABA-responsive genes. Germination studies in these plants indicate that GEM acts 
as a negative regulator of ABA signaling by inhibiting dormancy and promoting germination even 
at high salt concentrations. ABA signaling during root growth and drought tolerance is also 
promoted by GEM. 
These transcriptional studies have also shown a strong enrichment in genes controlled by 
the circadian clock. We have concluded that GEM negatively regulates ABA-mediated induction of 
ABAR, a gene involved in ABA signaling and circadian clock regulation. GEM is also expressed in a 
circadian manner being, expressed most probably due to daily variation in ABA content in plants. 
However, GEM is not directly regulated by the main circadian oscillator. Changes in the flowering 
behavior of gem-1 and GEMoe plants suggest a connection to ABA-mediated processes that link 
flowering regulators with the photoperiod, e.g., intermediate day photoperiod produces a 
delayed flowering in GEMoe plants.  
Our subcellular localization studies show that GEM is part of the peripheral pool of 
membrane proteins as well as in the nucleus, and it binds various phosphoinotide phosphate. 
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                                                                                                                                                         Introducción 
1. El ácido abcísico (ABA) en plantas 
El ácido abcísico (ABA) fue identificado en la década de los 60 como una molécula 
acumulada en el fruto del algodón y, un tiempo después, fue descrito en las hojas del árbol del 
sicomoro donde está sustancia se inducía fotoperiódicamente (Cornforth et al. 1966, Ohkuma et 
al. 1963). A pesar de haber sido asociado con la abscisión del fruto y considerado históricamente 
como un inhibidor del crecimiento, hoy se sabe que el ABA participa en la senescencia del fruto, 
no en su abscisión, y que es un regulador del crecimiento pero no un inhibidor exactamente como 
demuestra el hecho de que su falta cause enanismo en los mutantes de su biosíntesis (Fig. 1).  
 
 
Fig.1 Fenotipo enano de plantas 
 deficientes de ABA, aba1-5  
 (Bonaventure et al. 2007) 
 
 
Las funciones que desarrolla el ABA en la planta son esenciales para su supervivencia, 
entre las más importantes se encuentran: el control de la transpiración a través del cierre de los 
estomas, la maduración de la semilla y la quiescencia del embrión, la inhibición de la transición de 
la fase vegetativa a la fase reproductiva en la planta o la adaptación a condiciones adversas: 
hipoxia, sequía, frío, alta sal, infección por patógeno o herida (Leung and Giraudat 1998, Rock 
2000, Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki 2000). 
Los mecanismos de acción del ABA en la célula están comunicados con otras redes 
hormonales como las de las giberelinas o los brasinoesteroides, nutricionales como la del azúcar y 
de señalización ambiental como la dependiente de luz. Dicho de otra forma, la homeostasis del 
ABA en la planta forma parte de una homeostasis superior que integra las señales 
medioambientales externas con los programas de desarrollo intrínsecos (Gazzarrini 2001). En 
muchos aspectos, el ABA tiene en las giberelinas (GA) su antagonista funcional. Ocurre en la 
germinación de la semilla y en la floración donde ambas hormonas tienen efectos contrarios 
siendo inhibidas por el ABA y promovidas por las GA (Achard et al. 2006, Tyler et al. 2004) 
Las búsquedas génicas cuya selección se ha basado en fenotipos anormales en 
germinación, transpiración, resistencia a sal, etc. han aportado decenas de loci relacionados con la 
regulación de la señalización del ABA, la mayoría en Arabidopsis thaliana. La redundancia 
funcional de las familias multigénicas de Arabidopsis ha dificultado esta búsqueda en algunos 
casos pero mediante la obtención de múltiples mutantes  han sido posible implicar a  otros genes 
que participan en la regulación del ABA como los PYR/PYL/RCAR (Gonzalez-Guzman et al. 2012). 




la ruta de su biosíntesis (aba1, aba2, aba3, nced3, nced9, aao3) y de su catabolismo (cyp707a), 
proteínas fosfatasas (abi1, abi2), proteínas kinasas (snrk1), factores de transcripción (abi3, abi4, 
abi5), proteínas de unión a RNA (abh1, ahg2) y también enzimas del metabolismo de los 
fosfoinositoles (fry1) (Tabla 1). Los mutantes de la ruta del ABA se han clasificado 
tradicionalmente en: deficientes, aquellos mutantes cuyo fenotipo está provocado por la falta de 
la hormona endógena; insensibles, aquéllos otros que no responden a la aplicación del ABA; e 
hipersensibles, aquéllos cuya respuesta al ABA es superior a lo normal. 
Tabla 1: Principales mutantes de la respuesta a ABA en Arabidopsis thaliana (A partir de Finkelstein et al., 
2002)  
  Mutante Fenotipo Producto génico Ref.* 
Deficiente aba1-1 Baja dormición de la semilla, fenotipo 






Deficiente aba2 Baja dormición de la semilla, fenotipo 
marchito, baja inducción de genes de 
estrés 
Aldehido oxidasa (5),(6),  
(7) 
Deficiente aba3 Baja dormición de la semilla, fenotipo 
marchito, baja inducción de genes de 
estrés 
Aldehido oxidasa (5),(2),  
(8),(7),  
(4) 
Deficiente nced3-3 Germinación reducida, 












































 Insensible pyr1-pyl1- 
pyl2-pyl4- 
pyl5-pyl8 
Germinación resistente a ABA (100uM), 
alta tasa de transpiración, 




Insensible abi1-1 Dormición nula, germinación resistente 
a ABA (50uM), transcriptoma de ABA 
inactiva 
Protein-
fosfatasas tipo 2C 
(17),(18), 
(19) 
Insensible abi1-2 Germinación hipersensible a ABA, 
resistencia a sequía, transcriptoma de 
ABA activo 
Protein-













Insensible abi2-1 Dormición nula, germinación resistente 
a ABA, respuesta a ABA defectuosa 
Protein-













Hipersensibilidad a sequía, dormición 
nula, transcriptoma de ABA inactivo, 
acumulación de ABA  
Protein kinasas (23) 
Insensible abi3-1 Germinación resistente a ABA, defectos 






Insensible abi4-1 Germinación resistente a ABA, a azúcar 































 Insensible abi8 Germinación resistente a ABA, 
enanismo, regulación de la apertura 








Hipersensible abh1 Germinación hipersensible a ABA, 
respuesta hipersensible de las células 
guarda a ABA, tolerancia a sequía 
Proteína de 
unión a RNAm 
(31) 
Hipersensible ahg2-1 Resistente a patógeno, transcriptoma 





Hipersensible xrn2/3/4 Inducción constitutiva de estrés, 
acumulación de RNA no codificante, 






















Hipersensible sad1 Germinación hipersensible a ABA, baja 
biosíntesis de ABA, cto. de raíz 




Hipersensible fry1 Inducción constitutiva del trancriptoma 
de estrés, acumula IP(3), germinación 
hipersensible a ABA, menor número de 























Hipersensible sac9 Bajo crecimiento, estomas cerrados, 
acumulación de antocianina, acumula 
ROS, PI(4,5) e IP(3) Inducción 
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1.1 Metabolismo del ABA y su regulación  
La biosíntesis del sesquiterpeno del ABA tiene lugar en dos pasos compartimentados 
dentro de la célula vegetal. En primer lugar, en los plastidios, principalmente cloroplastos, la 
zeaxantina que es el precursor directo del ABA se oxida a violanxantina a través de una epoxidasa 
(ABA1) y la violanxantina sufre una escisión oxidativa mediada por dioxigenasas (NCED) 
produciéndose  xantoxina. En segundo lugar, la xantoxina sale al citoplasma donde una 
dehidrogenasa (ABA2) la transforma en ABA-aldehido que es oxidado (AAO3) para formar 
finalmente el S-(+)-ABA, la forma natural del ABA (Finkelstein et al. 2002). Los carotenoides son la 
fuente principal de la zeaxantina que alimenta la ruta de biosíntesis, una evidencia de esto es que 
la inhibición de su síntesis de los  mediante fluoridina provoca una fuerte deficiencia de ABA. 
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Por otro lado, el catabolismo del ABA  se produce de manera predominante por 
hidroxilación a ácido faseico a través de una citocromo P-450 monooxigenasa siendo menos 
frecuente la inactivación del ABA por esterificación con una glucosa.  
En Arabidopsis, los pasos principales en la regulación de la biosíntesis y el catabolismo del 
ABA recaen en los genes NCED (Lefebvre et al. 2006) y los genes P450 CYP707A, respectivamente 
(Millar et al. 2006, Umezawa, et al. 2006) (Fig. 2)  
 
 
Fig. 2 Ruta de biosíntesis y catabolismo del 
ABA (en rojo, las enzimas que participan) 
 
Los niveles de ABA endógeno en la planta fluctúan a lo largo del día, de su desarrollo y en 
respuesta a diferentes tipos de estrés marcando aquellas etapas donde el ABA juega un papel 
clave. Se han registrado fluctuaciones diarias en las concentraciones de ABA en varias especies de 
plantas como ya se describía en el árbol de sicomoro cuando el ABA fue identificado. También, 
durante el desarrollo se han descrito dos picos fuertes en la producción endógena de la hormona, 
ambas durante la maduración de la semilla en la silicua: la primera, la produce la semilla entre 9 y 
10 días después de la floración, cuando el embrión alcanza más o menos su tamaño final en la 
maduración temprana. La segunda, la produce la envuelta de la silicua entre 15 y 16 días después 
de la floración cuando se produce su desecación dentro de la maduración tardía (Kanno et al. 




Fig. 3 Contenido de ABA endógeno  
durante el desarrollo de la semilla 








Una vez independizada de la silicua, la semilla permanece en estado de dormición y no 
germina hasta que un descenso en la concentración de ABA, vía catabolismo, lo permite (Kushiro 
et al. 2004). Por último, durante el estadio vegetativo, las condiciones de sequía, salinidad u otros 
tipos de estrés también estimulan la biosíntesis del ABA alcanzando concentraciones muy altas en 
tiempos de reacción cortos, de alrededor de 24 horas. Una vez superada la situación de estrés, 
por ejemplo en la rehidratación después de una sequía, la actividad catabólica restablece la 
normalidad fisiológica (Okamoto et al. 2009) (Fig. 4). 
 
 
                          Fig. 4 Correlación entre la expresión de los genes NCED1 con los niveles de 
                          ABA en un tratamiento por deshidratación y rehidratación en Phaseolus  
                          vulgaris L. (Qin and Zeevaart 1999) 
 
 
1.2 Señalización del ABA 
La concentración del ABA en la planta varía en momentos concretos del desarrollo como 
la maduración de la semilla o en respuesta a diferentes tipos de estrés. Su concentración 
endógena determina la división de sus funciones en aquellas que suceden rutinariamente e 
implican cambios en la actividad de canales de iones como el control diario del cierre de los 
estomas (respuesta rápida), y aquellas que ocurren asociadas a un importante aumento en la 
concentración de ABA endógeno e implican, además, cambios en la expresión génica como la 
maduración de las semillas, la latencia de yemas o la resistencia a sequía (respuesta lenta) 
(Finkelstein, et al. 2002). En ambas respuestas son comunes una serie de elementos que 
componen la cadena de señalización como los receptores PYR/PYL/RCAR, las fosfatasas PP2C, las 
kinasas SnRKs y algunos mensajeros secundarios, sin embargo, el incremento de ABA endógeno 
en la respuesta lenta está asociado a la acumulación de determinados factores de transcripción 
que determinan una respuesta especializada de los genes (Fig. 5). Así, la señalización de ABA 
puede afectar a la actividad de los canales de iones como KAT o SLAC1 provocando una 
despolarización y como consecuencia el cierre de los estomas, y llegar al núcleo a través de 
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factores de transcripción como ABI3 o ABI5 dónde acaba generando una respuesta génica 




Fig. 5 Señalización del ABA a 
nivel de los canales de iones 
en la membrana (respuesta 
rápida) y en la respuesta 
génica en el núcleo 
(respuesta lenta) 





La respuesta génica (o repuesta lenta), también entendida como la repuesta del ABA a 
una situación de deshidratación celular, puede dividirse en dos estadios: semilla y planta (Fig.6). 
En el estadio de semilla el incremento de ABA endógeno causado por la deshidratación durante la 
maduración da lugar a la acumulación de factores de transcripción como ABI3, ABI4 y ABI5, 
especializados en la inducción de genes de semillas (SSPs) (Lopez-Molina et al. 2001, Lopez-Molina 
et al. 2002). Por otra parte, la producción de ABA endógeno en situaciones de estrés ambiental, y 
también biótico, durante el estadio vegetativo de la planta está asociado a la actividad de otros 
factores de transcripción de las familias AREBs/ABFs (ABRE Binding Factors) y DREBs/CBFs (C-
repat Binding Factor) que controlan la expresión de genes de respuesta a estrés (Fujita et al. 
2011). Además, el reloj circadiano y las condiciones de luz parecen participar en la regulación de 
la expresión génica mediada por ABA afectando a la tolerancia y a la represión del crecimiento 






Fig. 6 Señalización del ABA 
durante la maduración de las 
semillas y una situación de estrés 









Los mecanismos de transducción comunes a toda la señalización del ABA se conocen 
mejor hoy en día habiéndose establecido un modelo centrado en los receptores PYR/PYL/RCAR, 
las protein fosfatasas de tipo 2C (PP2C) y las protein kinasas SnRKs (Cutler et al. 2010). Si 
incluimos dentro de la señalización del ABA, además, la expresión génica determinada por los 
factores de transcripción y su regulación post-transcripcional a través de proteínas de unión a 
RNA podemos definir una red de reguladores positivos y negativos de la señalización hormonal 





 Fig.7 Esquema general 
de los reguladores 
conocidos en la 
señalización del ABA, en 
rojo, los reguladores 









1.2.1 Receptores de ABA 
A pesar de la facilidad con la que se mueve el ABA entre las células como ácido débil, los 
ensayos de microinjección y análogos de ABA han demostrado la existencia de receptores 
específicos para la molécula, tanto intracelulares como extracelulares (Cutler, et al. 2010), pero su 
identificación ha tenido una mayor dificultad. En los inicios de su búsqueda, se describieron una 
gran variedad de proteínas cuyas uniones a ABA pocas veces han podido ser confirmadas por 
ensayos más precisos. A las familias multiméricas de receptores se suma la dificultad de cristalizar 
proteínas que se unen a membrana. Entre esos receptores están los, no poco discutidos, ABAR 
(ABA RECEPTOR)/CHLH/GUN5 y GTG1/GTG2 (GPCR-TYPE G). Ambas proteínas han sido descritas 
por unión a ABA mediante técnicas de marcaje radioactivo y aunque la validez de esta técnica ha 
sido discutida (Risk et al. 2008), los mutantes presentan fenotipo de respuesta a ABA (Shen et al. 
2006). Pero, recientemente, la identificación de una clase única de receptores de ABA ha sentado 
las bases para el establecer una ruta principal de señalización por ABA. Se trata del 
descubrimiento, por cuatro grupos de investigación diferentes (Ma et al. 2009, Nishimura, et al. 
2009, Park et al. 2009, Santiago et al. 2009) de las proteínas solubles PYR/PYL/RCAR (Pyrabactin 




cristalización, además, ha permitido aclarar su funcionamiento molecular al unirse a ABA y a las 
fosfatasas de tipo 2C como ABI1 (Miyazono et al. 2009).  
Las proteínas agrupadas bajo el nombre PYR/PYL/RCAR pertenecen a una familia de 14 
miembros en Arabidopsis thaliana que se clasifican en tres clases (I,II,III) y se caracterizan por 
poseer un dominio START (Iyer et al. 2001). Este dominio forma un bolsillo central hidrofóbico de 
unión a ligando al que se ha comprobado que se une el ABA en las proteínas PYR/PYL/RCAR. Esta 
unión provoca un cambio en la conformación del receptor que aumenta su afinidad por las 
fosfatasas de tipo 2C (PP2C), las más conocidas ABI1 (ABA INSENTITIVE 1), ABI2 (ABA INSENSITIVE 
2) y HAB1 (HYPERSENSITIVE TO ABA 1), sobre las que actúa como un inhibidor (Yin et al. 2009) 





Fig. 8 Estructura tridimensional del 
cristal aislado del dímero PYL1-









La obtención del séxtuple mutante pyr1-pyl1-pyl2-pyl4-pyl5-pyl8 cuyo fenotipo de 
germinación es insensible a concentraciones de ABA de 100 μM da una idea del peso funcional de 
estos receptores (Gonzalez-Guzman, et al. 2012). Además, las proteínas PYR/PYL/RCAR son los 
únicos reguladores de la actividad enzimática de las PP2C descritos hasta ahora.  
 
1.2.2 Protein fosfatasas de tipo 2C (PP2C) 
Las fosfatasas específicas de Ser/Thr son las más comunes en plantas y entre éstas, el tipo 





y, además, son insensibles a los inhibidores conocidos de las otras fosfatasas. Los ensayos 
enzimáticos han demostrado que son específicas de sustrato y experimentos de doble híbrido las 
han encontrado en interacción con varias otras proteínas SnRKs kinasas  : ABI1 con OST1 (OPEN 










Su unión también ha sido detectada mediante cristalografía en el caso de HAB1 con 
OST1/SnRK2.6 (Soon et al. 2012)(Fig. 9). 
 
 
Fig. 9 Estructura tridimensional del 
cristal aislado del dímero HAB1-
SnRK2.6 con los 3 ligandos sulfatos y 
uno de Mg
+2 
en Arabidopsis thaliana 






De manera rutinaria, las PP2C inactivan a las kinasas SnRKs eliminando el grupo fosfato 
que las une. Pero, ante un aumento en la concentración de ABA, las PP2C quedan secuestradas 
por los PYR/PYL/RCAR  y las nuevas fosforilaciones activan a las SnRKs (Umezawa et al. 2009, Vlad 
et al. 2009) quedando activa la vía de transducción al núcleo. La abundancia y especificidad de las 
interacciones PP2Cs-SnRKs hace pensar en que las PP2C puedan estar centralizando la recepción 
de ABA con diferentes líneas efectoras en respuesta a diferentes tipos de estrés (Umbrasaite et al. 
2011). Se ha descrito, además, la interacción de PP2CA con el canal de K
+
 AKT2 lo que sugiere que 
la señalización por ABA también puede controlar el transporte de iones en situaciones de estrés 
(Cherel et al. 2002).  
 
1.2.3 Protein Kinasas de la superfamilia SNF (SnRKs) 
En los procesos de señalización participan muchas kinasas ya que la fosforilación es de las 
modificaciones más rápidas y reversibles. Dos grupos de protein kinasas de la superfamilia SNK 
(Sucrose-Nonfermenting Kinases) están especialmente relacionadas con la señalización por ABA: 
las independientes de Ca
+2
 (SnRK2s) y las dependientes de Ca
+2
 (SnRK3s). Las SnRKs añaden un 
grupo fosfato a determinadas proteínas que se encuentran en el núcleo, como son los miembros 
de la familia de los factores de trancripción bZIP (ABF/AREB) (Furihata et al. 2006, Kobayashi et al. 
2005), y en la membrana, como canales de iones que controlan la apertura de los estomas. Por lo 
que parece, esta actividad kinasa es bastante específica de sustrato y permite especializar la 
respuesta al estímulo como por ejemplo, la kinasa OST1 (Open Stomata 1)/SnRK2.6 que controla 
la apertura en las células de estomas (Mustilli et al. 2002) mientras que las kinasas SnRK2.2 y 




el triple mutante snrk2.2-snrk2.3-snrk2.6, cuya geminación es insensible a concentraciones de 
ABA de 50 µM, deja clara la importancia de estas tres kinasas en la respuesta a ABA (Nakashima, 
et al. 2009).  
 
1.2.4 Factores de trancripción  
Los factores de transcripción conocidos que regulan directamente la respuesta génica a 
ABA son ABFs/AREBs (ABA binding factors/ ABA- Responsive Element Binding Factors), proteínas 
con dominio bZIP que reconocen secuencias de tipo ABRE (ABA Responsive Elements; 
ACGTGG/TC). El caso más estudiado es el de ABI5 (ABA INSENSITIVE 5) que fue encontrado a 
través del fenotipo de insensibilidad a ABA del mutante abi5-1 (Finkelstein and Lynch 2000). Estos 
factores de transcripción son fosforilados por las protein kinasas SnRK2s lo que aumenta su 
afinidad por el DNA. Por otro lado, la inactivación de estos factores de transcripción parece 
depender de otra modificación basada en la adición de un grupo SUMO (Small Ubiquitin Related 
MOdifier), la sumoilación, que realizan proteínas como SIZ1 (Miura and Hasegawa 2009). Otra 
proteína de la familia de las ABFs/AREBs conocida es ABF4/AREB2; en este caso las protein kinasas 
dependientes de Ca
+2
 (SnRK3s) se encargan de su activación (Zhu et al. 2007).  
Otro factor de transcripción que contribuye a la señalización del ABA es ABI3 (ABA 
INSENSITIVE 3), el cual posee un dominio de tipo B3 y cuyos mutantes abi3 presentan un grave 
fenotipo de viviparismo, es decir, su semilla germina antes de separarse de la planta madre (Parcy 
et al. 1994). Se cree que su unión a ABI5 en un complejo ABI3-ABI5 pueda estar potenciando la 
transcripción de los genes de respuesta a ABA (Lopez-Molina, et al. 2002).  
También se conoce la acción positiva de algunos reguladores de tipo MYC/MYB y la de 
ABI4 (ABA INSENSITIVE 4), un factor de transcripción de tipo AP2/APETALA (Finkelstein, et al. 
1998) cuyo mutante abi4-1 presenta un desarrollo alterado de la semilla. 
Curiosamente, dentro de los factores de transcripción se conoce un caso de bucle auto-
regulatorio donde un factor de transcripción b-ZIP (AtBH6) interacciona directamente con una 
PP2C (ABI1) reactivándola y suprimiendo, por lo tanto, la respuesta a ABA (Himmelbach et al. 
2002).  
1.2.5  Cambios epigenéticos asociados a la respuesta a ABA 
El ABA tiene un comportamiento pleiotrópico en la respuesta génica causando muy 
diferentes fenotipos en las plantas mutantes. Esto puede indicar la participación de reguladores 
de remodelación de cromatina, lo cual está siendo motivo de investigación actualmente. Algunos 
cambios en la metilación de la cromatina y las modificaciones de histona ya han sido asociados a 
condiciones de crecimiento de estrés en plantas y células en cultivo (Manzanero et al. 2002, Sokol 
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et al. 2007). Además, se ha visto que los niveles de varias marcas epigenéticas ligadas a la 
activación de la transcripción como las acetilaciones de la H3 aumentan en genes de respuesta a 
estrés como RD29A, RD29B, RD20 y RAP2.4 bajo condiciones de estrés salino (Kim et al. 2008).  
Algunas funciones fisiológicas del ABA han sido directamente relacionadas con la 
actividad de remodeladores de la cromatina como las deacetilasas de la histona H4 en el cierre 
estomático (Chinnusamy et al. 2008) o la monoubiquitinación de la histona H2 en la síntesis del 
ABA (Liu et al. 2007). El análisis de la distribución global de H3K27me3 en el genoma de 
Arabidopsis, modificación a la que se asocia a una represión transcripcional tanto en plantas como 
en animales, ha revelado que los genes de expresión específica de semilla (SSPs) exhiben un 
enriquecimiento en esta marca epigénica durante el estadio vegetativo (Zhang et al. 2008). En 
este sentido, algunos mutantes de los componentes del complejo PcG (Polycomb-Group) que 
participan en esta modificación como fie presentan mayores niveles de estos transcritos en fase 
vegetativa lo cual indica que la remodelación epigénica del PcG a través de la H3K27me3 sea un 
mecanismo de control de la transición de semilla a planta (Bouyer et al. 2011). 
 Además, ha sido descrita la unión de la fosfatasa HAB1 a SWI3B que forma parte del 
complejo de remodelación de cromatina lo que sugiere que exista, incluso, una relación directa de 
la acción de las PP2C sobre la cromatina en la regulación transcripcional de la respuesta a ABA 
(Saez A et al. 2006). 
 
1.2.6 Respuesta génica  
Los factores de transcripción activados por las kinasas en respuesta a ABA  reconocen 
determinados promotores y su unión a ellos atrae a la RNA polimerasa que los transcribe 
abundantemente. En Arabidopsis thaliana, aproximadamente un 10% de los genes se activan en 
respuesta a ABA, curiosamente, otro 10% de genes se reprime (Matsui et al. 2008). Entre los 
genes que se activan se encuentran, genes que codifican para componentes del propio sistema de 
señalización, como ABA1, PYR/PYL/RCARs, ABI1, ABI2 o SnRKs, genes de enzimas de la pared 
celular, como LOX4 (LIPOXIDASE 4), LTP3 (LIPID TRANSFER 3) o PLC (PHOSPHOLIPASE C), genes de 
proteínas que protegen a la célula contra la deshidratación, como los LEAs o las deshidrinas 
COR47 (COLD RESPONSE 47), genes de metabolismo, como la CHI (CHITINASE), y genes que 
codifican para otros factores de transcripción. Los niveles de inducción (fold induction o induction 
factor) de estos genes a veces son muy altos y están caracterizados por lo que se usan como 
marcadores, por ejemplo RD29A (RESPONSIVE TO DESSICATION 29A), RD20 (RESPONSIVE TO 





Entre los genes de factores de transcripción que se inducen y participan en la respuesta se 
han caracterizado alrededor de 20 familias génicas, los más importantes: genes del 
homeodominio HD-ZIP (Ariel et al. 2007), miembros de la familia de los NAC (Fujita et al., 2004), 
miembros de los WRKY (Xie et al. 2005), genes bHLH (basic hélix-loop-helix), genes DREB (Drought 
Response Elements Binding) y factores de transcripción Zn-Finger. Actualmente, se intenta aclarar 
la especialización de la respuesta que determinadas familias de factores de transcripción pueden 
tener según el estímulo sea, por ejemplo, un determinado tipo de estrés o un estadio de 
desarrollo como la dormición. 
 
1.2.7 Silenciamiento génico post-transcripcional 
Algunas proteínas de unión a RNA han sido encontradas en búsquedas de mutantes con 
fenotipo hiperinducido o hipersensible. Algunos ejemplos son la exoribonucleasa 5’-3’ específica 
de la secuencia CAP del mensajero ABH1 (ABA HYPERSENSITIVE 1) cuyo mutante abh1 acumula el  
transcrito producto de genes PP2C (Hugouvieux, et al. 2001), y la exonucleasa 3’- 5’ específica de 
poli(A) AHG2 (ABA HYPERSENSITIVE AT GERMINATION) cuyo mutante ahg2 acumula transcrito de 
varios genes de respuesta a ABA (Nishimura et al. 2005). Estas proteínas actuarían como 
reguladores negativos, silenciando en condiciones normales, a los transcritos de genes de estrés.  
 
1.2.8 Mensajeros secundarios: los PIPs 
Los fosfatidilinositolfosfato (PIPs) son productos de la fosforilación de los 
fosfatidilinositoles (PtdIns) en las posiciones 3, 4 y 5 de la cabeza del lípido. Su metabolismo ha 
sido descrito en animales donde diferentes kinasas dan lugar a los fosfatidilinositoles mono-
fosfato: PI(3)P, PI(4)P, PI(5)P; bifosfato: PI(3,4)P2, PI(3,5)P2, PI(4,5)P2 ; y al trifosfato: PI(3,4,5)P3. 
Con la excepción del  PI(3,4,5)P3, todas las demás especies han sido encontradas también en 










Se ha descubierto que los PIPs funcionan como segundos mensajeros de la señalización 
intracelular y extracelular. Sus diferentes especies funcionarían como ligandos específicos de un 
buen número de proteínas modificando su actividad o su localización (Meijer and Munnik 2003).  
Mediante marcaje radioactivo se ha visto que su abundancia y distribución cambia en diferentes 
estadios de desarrollo y condiciones ambientales. La especie de PI(5)P aumenta bajo tratamientos 
de estrés debido a un aumento en la actividad catalítica desde los diferentes precursores por 
acción de enzimas fosfatasas de PIPs como la PLC (Fosfolipasa C). La distribución de los PIPs se 
asocia con un cambio en la movilidad de la cadena lateral de su ácido graso como se ha visto en la 
especie PI(4,5)P2 en condiciones de estrés hiperosmótico (Konig et al. 2007).  
El análisis de los mutantes en alguna especie de PIP ha revelado su relevancia en 
funciones fisiológicas, de desarrollo y de respuesta a estrés siendo PI(4,5)P2 la más descrita. El 
mutante fra3 que afecta a una fosfatasa de PI(4,5)P2, se caracteriza por tener una débiles paredes 
celulares en el tejido vascular que provocan unos tallos débiles (Zhong et al. 2004). Otros 
ejemplos son las plantas mutantes para las kinasas de PI(4,5)P2, pip5K4, en las que se ve afectado 
el cierre estomático (Lee et al. 2007) o para PI(3,5)P2, pip5k3, en las que el crecimiento de los 
pelos radiculares está reducido (Stenzel et al. 2008). La relación  con la respuesta a estrés se ve 
clara en el fenotipo constitutivo de estrés del mutante de una fosfatasa que acumula este 
PI(4,5)P2, sac9 (Williams, et al. 2005). Mediante el uso de reporteros fluorescentes se podido 
observar esta especie PI(4,5)P2 en la membrana plasmática de las células de los pelos radiculares 
(Vincent et al. 2005). Entre las uniones lípido-proteína conocidas llama la atención la implicación 
del dominio PH (PLECKTRIN HOMOLOGY) que se encuentra en numerosas proteínas de unión a 
lípido en animales y en plantas, como la PI4K de Arabidopsis thaliana que se une específicamente  
a PI(4)P (Mueller-Roeber and Pical 2002, Stevenson et al. 1998). Este dominio puede unirse a 
lípidos y a otras proteínas, además, en animales se ha visto que proteínas con dominio PH que se 
unen a la misma especie lipídica se localizan en diferentes sitios dependiendo de la proteína a la 








1.3 Funciones  del ABA  
El ABA es una hormona esencial para el desarrollo de la planta y sus funciones han sido 
abordadas desde diferentes puntos debido a su interés agronómico. Sabemos que es necesario 
durante el crecimiento de la planta, en su capacidad de respuesta a cambios medioambientales y 
que controla el desarrollo en estadios clave para su supervivencia. Todos los mutantes deficientes 
de ABA aislados hasta la fecha son pleiotrópicos lo que es indicativo de la complejidad funcional 
de este regulador del crecimiento. Además, muchos mutantes insensibles a ABA tienen niveles 
alterados de la hormona, ya que algunos genes de la biosíntesis están regulados por estos mismos 
genes de señalización, lo que significa que el metabolismo del ABA está sujeto a un bucle 
regulatorio (Finkelstein, et al. 2002). No obstante, la homeostasis del ABA se describe como un 
proceso complejo y se conoce poco acerca de la especificidad de tejido y  la compartimentación 
subcelular de sus reguladores. 
1.3.1 Control del crecimiento  
El ABA regula la homeostasis del crecimiento durante toda la vida de la planta y su falta 
en mutantes como aba1 provoca fenotipos de enanismo. Pero, en altas concentraciones, el ABA 
tiene un efecto drástico sobre la división celular, concretamente, sobre la fase G1 donde las 
células quedan retenidas (Swiatek et al. 2002). Al igual que de manera exógena el ABA deja el 
meristemo radicular y las yemas florales en estado quiescentes, la elevada concentración de ABA 
en las semillas retiene las células del embrión en la fase G1, impidiendo la replicación y el 
progreso del ciclo celular (Gendreau et al. 2008, Sanchez Mde et al. 2005).  
Se han estudiado las posibles dianas, reguladores del ciclo celular sobre los que puede 
actuar el ABA, no obstante, es una cuestión todavía pendiente de una investigación profunda. 
Uno de los reguladores que participan en el ciclo celular es la proteína CDT1A, una proteína de 
iniciación de la replicación cuya expresión se ha visto que se reprime con la aplicación de ABA y en 
condiciones de sequía (Castellano Mdel et al. 2004). Otros reguladores del ciclo celular cuya 
expresión se ve afectada por el ABA o condiciones de estrés son la kinasa CDKA, y los inhibidores 
KRP y SIAMESE (Pettko-Szandtner et al. 2006, Schuppler et al. 1998, Wang et al. 1998).  
Tal vez, como consecuencia, el ABA también afecta a la salida a endoreplicación del ciclo 
celular. Así, se ha demostrado que tratamientos con ABA y estrés por sequía hacen disminuir la 
ploidía durante el desarrollo de la hoja. Contrariamente, la aplicación de GA hace aumentar la 
ploidía, lo que se manifiesta con un mayor número de ramificaciones en los tricomas (Hulskamp 





1.3.2 Dormición o inhibición de la germinación 
La dormición de las semillas es una propiedad de quiescencia y tolerancia a desecación 
que les permite sobrevivir a condiciones no favorables para la germinación. Su intensidad y 
duración es característica de cada la especie siendo adquirida tras años de evolución. Así, semillas 
de la misma especie que se han desarrollado en localizaciones geográficas distintas han adaptado 
su dormición a las condiciones del lugar. En el caso de Arabidopsis thaliana, las semillas tienen 
una dormición no profunda que desaparece a las pocas semanas después de la recolección. En 
cambio, las semillas de la subespecie Arabidopsis Cvi originaria de las islas Cabo Verde poseen una 
dormición más profunda, de meses (Cadman et al. 2006). El estado de dormición es causado por 
una alta concentración de ABA en la semilla lo cual está controlado principalmente a través de los 
genes de su metabolismo, NCEDs (síntesis) y CYP707As (catabolismo) (Lefebvre, et al. 2006, Millar, 
et al. 2006). La dormición primaria es aquella que se adquiere durante la maduración de la 
semilla, cuando el embrión alcanza más o menos su tamaño final, en la planta madre y forma 
parte del programa de desarrollo. También puede existir una dormición secundaria desarrollada 
en la semilla ya madura y no-durmiente (after-ripening) causada por estímulos externos de 
condiciones desfavorables. En ambos casos, el aumento de ABA lo produce la propia semilla 
(Kanno, et al. 2010) y se sabe que varios factores de transcripción con expresión específica  
participan en esta etapa. Entre ellos, además de los factores de transcripción ABI4 y ABI5 se sabe 
que participan las proteínas con dominio B3: ABI3, LEC1 (LEAFY COTYLEDON 1), y FUS (FUSCA), 
responsables de la inducción de genes de proteínas de almacenaje o SPP (Seed Storage Proteins), 
lípidos y ácidos grasos que se acumulan en las células vacuolizadas del endospermo de la semilla 
(Monke et al. 2012, Nambara et al. 2000, Parcy et al. 1997, Reeves et al. 2011). Así, las semillas 
mutantes abi3, lec1 y fus acumulan menos proteínas LEAs (Late Embryogenesis Abundant) y 
germinan prematuramente si se las extrae de la siliqua (To et al. 2006). No obstante, los niveles 
de transcrito de estos genes y de los LEAs no aumentan en esta fase lo que indica la relevancia de 
procesos post-traduccionales en la dormición de la semilla (Baumbusch et al. 2004).  
El paso de semilla durmiente a no-durmiente está determinado por una bajada en la 
concentración de ABA y su germinación está determinada por un aumento en la concentración de 
GA. La germinación se define estrictamente como la emergencia de la radícula a través de la testa 
de la semilla lo que define el punto en el que el balance ABA/GA se ha decantado hacia las GA. 
Este paso está determinado genética y ambientalmente. Así, la hidratación de la semilla 
(imbibicion), la luz o un tratamiento de estratificación (chilling) fomentan la acumulación de GA. 
La estratificación es un tratamiento de baja temperatura, en general 4
o
C y oscuridad, que suele 
usarse previamiente a la siembra de las semillas de Arabidopsis en investigación. A pesar de la 
preponderancia del balance ABA/GA en la transición de dormición a germinación, otras hormonas 
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que participan promoviendo la germinación son el etileno, los brasinoesteroides (BRs) y el óxido 
nítrico (NO) (Alboresi et al. 2005, Beaudoin et al. 2000, Clouse and Sasse 1998). 
  
1.3.3 Inhibición de la floración 
Un buen número de plantas mutantes deficientes de ABA e insensibles han sido descritas 
con fenotipo de floración adelantada (early flowering), lo que indica un papel del ABA en la 
regulación de la transición de estadio vegetativo al reproductivo. Un trabajo que fue más tarde 
retractado propuso que el ABA regulaba directamente la floración mediante su unión a FCA, una 
proteína de unión a RNA (Razem et al. 2006). Aunque esta unión se ha comprobado que no se 
produce, los demás resultados de este trabajo son coherentes y describen que la aplicación de 
ABA reduce los tiempos de floración de la planta de una manera correlativa con el aumento de 
expresión de FLC (FLOWERING LOCUS C), el más importante represor floral. En la misma dirección, 
se ha visto que esta inhibición está mediada por las proteínas DELLA, reguladores negativos de la 
señalización de GA (Achard, et al. 2006). Recientemente, se ha publicado que FLC es, además, un 
represor de la transición de semilla a plántula que supone la germinación. Este trabajo relaciona 
las variaciones naturales que existen del locus de FLC con las diferencias en la dormición de sus 
semillas y describe un pico de expresión de FLC durante la maduración de la semilla que 
correlaciona con un cambio en la expresión del gen CYP70A2 del catabolismo del ABA (Chiang et 
al. 2009). 
 
1.3.4 Respuesta a estrés 
El ABA se define como una hormona de estrés por su rápida síntesis tras diferentes 
tratamientos de estrés y desactivación una vez que el estrés ha pasado. Evita el daño en los 
tejidos dirigiendo una respuesta fisiológica y génica para la supervivencia de la planta. Además de 
su acción a nivel celular, el ABA actúa como una señal a larga distancia transportándose a través 
del xilema en respuesta a sequía, desde las raíces hasta la parte aérea (Hartung et al. 2002).  
Su responsabilidad en la respuesta a sequía y su efecto sobre el cierre estomático ha sido 
extensamente descrito aunque también regula la respuesta a otros tipos de estrés conocidos: 
osmótico, salino, por frío, por hipoxia, por radiación UV, por herida o por patogénesis (Chan 2012, 
Lee and Luan 2012). La respuesta a estrés ha sido clásicamente dividida en respuesta dependiente 
o independiente de ABA según el tratamiento de estrés reproduzca o no los cambios de expresión 
asociados a una aplicación exógena de ABA. En este tipo de ensayos se han clasificado multitud de 
genes de estrés según su actividad en diferentes tratamientos como los genes de respuesta a frío 
(CORs), desecación (RDs) o patogénesis (PRs) en cuya regulación están complejamente intrincadas 
varias rutas de señalización hormonales donde el ABA comparte está función con otras hormonas 
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como el SA (ácido salicílico) en la respuesta a patógeno (Durrant and Dong 2004) o el JA (ácido 
jasmónico) en la respuesta a mordedura o herida (Suza and Staswick 2008).  
 
1.3.5 Funciones ligadas al reloj circadiano  
El reloj circadiano es un sistema molecular altamente conservado en organismos superiores, 
que se caracteriza por un sistema de bucles de auto-regulación negativa, principalmente, 
transcripcionales. Actúa con autonomía en la sincronización de funciones fisiológicas a lo largo del 
día en función de las fluctuaciones ambientales externas como la luz o la temperatura que 
“aprende” en las primeras horas de vida de la plántula (“entrainment”) (McClung 2006). El 
movimiento de las hojas, la apertura y cierre de estomas, la activación de la fotosíntesis o el paso 
de la fase vegetativa a la fase reproductiva son actividades fisiológicas controladas por el reloj 
circadiano aunque se calcula que tiene influencia, más o menos directa, sobre la mayoría de 
actividades (Covington et al. 2008). 
En plantas, el principal bucle auto-regulatorio está basado en la recíproca regulación de TOC1 
(TIMING OF CAB EXPRESSION 1) con CCA1 (CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1) y LHY (LATE 
ELONGATED HYPOCOTIL) (Alabadi et al. 2001). Más tarde se han descrito otros bucles 





Fig. 11 Esquema de los 
principales bucles regulatorios 





Como organismos sésiles, el reloj circadiano tiene un papel muy notable en plantas y está 
especialmente conectado con redes de señalización hormonal. Un ejemplo de esta estrecha 
relación es la regulación de la apertura y cierre de estomas diariamente. Esta actividad depende 
de las necesidades de transpiración de la planta pero no es totalmente dependiente de estímulo, 
sino que, a su vez, está supeditada a la regulación por el reloj circadiano que limita la sensibilidad 
a la hormona a la fase diurna cuando se producen las horas de mayor calor. Esta restricción en el 
horario de respuesta a estímulo se denomina “gating”. Como síntoma de esto se han registrado 




plantas (Cornforth, et al. 1966, Novakova et al. 2005) así como en la concentración de Ca
+2
 
citoplasmático (Dodd et al. 2007).  La existencia de la regulación de la señalización por el ABA se 
demuestra claramente por la alta proporción de genes encargados de la regulación hormonal que 
se transcriben circadianamente. Cerca de un 40% de los genes inducidos por ABA tienen 
regulación del reloj circadiano, la mayoría de los cuales se expresan en las primeras horas de la 
mañana subjetiva. Contrariamente, cerca de un 40% de los genes activados por su antagónico, la 
giberelina (GA), se expresa circadianamente en las últimas horas del día estableciéndose una 




Fig. 12 Proporciones de 
genes de señalización 
hormonal que son regulados 
por el reloj circadiano y 
horas del día (blanco) y de la 
noche (gris) en las que se 






La manera en que el reloj circadiano regula la actividad de las redes hormonales se 
empieza a conocer gracias a publicaciones recientes donde se señalan varios componentes de la 
regulación del ABA como objetivos directos de la regulación de TOC1 (Huang et al. 2012). Pero, al 
mismo tiempo, el ABA también ejerce una regulación transcripcional menos conocida de algunos 
componentes del reloj circadiano. Uno de ellos es TOC1, el cual se induce fuertemente por ABA y 
participa en la resistencia a deshidratación cuando la planta sufre estrés por sequía (Legnaioli et 













2. El dominio GRAM 
La respuesta transcripcional que las diferentes condiciones de estrés o el ABA desencadenan 
en el núcleo genera la aparición de una serie de proteínas, muchas de las cuales tienen una 
función desconocida. Entre ellas, las proteínas del dominio GRAM (Glucosyltransferases, Rab-like 
GTPase activators and myotubularins) han sido identificadas en varios tipos de respuesta a estrés 
en plantas (Jiang et al. 2008). Este dominio, descrito en el año 2000, fue caracterizado en 
organismos como C. elegans, Drosophila o humanos formando parte de proteínas con actividad 
transferasa, activadora de GTPasa o fosfatasa que se encontraban  asociadas a la membrana 
celular (Doerks et al. 2000). No obstante, las proteínas que contienen este dominio en plantas no 
encajan en esta definición y se desconoce su función en la mayoría de los casos. Dentro de este 
grupo de proteínas con dominio GRAM vegetales se encuentra la proteína GEM (GL2 EXPRESSION 
MODULATOR) la cual ha sido identificada en nuestro laboratorio por su interacción con los dos 
homólogos de CDT1 en Arabidopsis los cuales participan en la regulación de la replicación del DNA 
en todos los organismos (Caro et al. 2007) y cuya expresión se inhibe por ABA (Castellano Mdel, et 
al. 2004). 
   
2.1 Filogenia y taxonomía del dominio GRAM 
Desde su descripción, las bases de datos europeas como PFAM (Sanger Institute, UK) han 
recogido cerca de 1500 secuencias que poseen este dominio en las 255 especies de organismos 
secuenciados. Este dominio de unos 70 aminoácidos es un dominio antiguo encontrándose ya un 
gen con esta secuencia en las primeras Archaeas desde donde ha seguido diversificándose 
especialmente en eucariotas (Fig. 13).  En estos organismos es frecuente encontrar varias  
Fig. 13 Alineamiento de las secuencias de aminoácidos del dominio GRAM 







duplicaciones en el mismo genoma las cuales han asumido diferentes patrones de expresión, esto 
debe haber asegurado su expansión (Jiang, et al. 2008).El nivel de conservación del dominio entre 
organismos es bajo, de hecho, sólo una glicina se mantiene conservada en todos, lo que significa 
que la secuencia ha sufrido variaciones a lo largo de su evolución (Fig. 13).  
Entre las proteínas que lo poseen el dominio GRAM puede encontrarse como un dominio  
único o asociado a otros dominios adoptando diversas arquitecturas.  Entre los dominios con los 
que se asocia se encuentran: el dominio glucosiltranferasa como ocurre en la proteína UGT51 de 
Saccharomyces cerevisiae, el dominio TBC asociado con la activación de las proteínas Rab- 
GTPasas en varios organismos, el dominio C2 también presente en plantas, el dominio fosfatasa  
de fosfolípidos encontrado en miotubularinas, el dominio PH (PLECKSTRIN HOMOLOGY) con el 




Fig. 14 Arquitectura de algunas proteínas que contienen el dominio GRAM en varios 
organismos 
 
En Saccharomyces cerevisiae, la proteína UGT51 está implicada en procesos de autofagia a 
través de la síntesis de PI(4)P que es requerida para la degradación del peroxisoma  (Yamashita et 
al. 2006). En humanos, este dominio ha sido relacionado con la unión a fosfoinositoles y forma 
parte de las proteínas miotubularinas donde se piensa que participe en la localización subcelular 
de otras proteínas y en su actividad (Begley et al. 2003, Choudhury et al. 2006, Laporte et al. 
1998). En plantas, ABA45 de Hordeum vulgare (cebada) fue el primer miembro de la familia GRAM 
aislado donde se vió que su expresión era específica de la aleurona de la semilla y que era 






2.2 Estructura terciaria del dominio GRAM, las miotubularinas 
Las miotubularinas (MTM) y las proteínas relacionadas con las miotubularinas (MTMR) 
forman parte de la superfamilia de las protein- tyrosine fosfatasas (PTPs) que participan en varios 
procesos celulares como el crecimiento, el metabolismo, la diferenciación, la motilidad y la 
muerte programada. El sustrato sobre el que actúan todas las PTPs es siempre una proteína 
fosforilada salvo en el caso de este grupo de proteínas miotubularinas cuyo sustrato es un 
fosfoinositol (Laporte, et al. 1998). Además del dominio PTP estas proteínas poseen un dominio 
GRAM en la parte N-terminal de su secuencia.  
Desde su descubrimiento, se han identificado 14 proteínas de este grupo en humanos 
donde han sido, con diferencia, más estudiadas en la lucha contra la enfermedad muscular que 
provoca su alteración genética denominada Síndrome de Charcot-Marie-Tooth (Bolino et al. 
2000). Sorprendentemente, algunas de las proteínas MTMR contienen sustituciones en su 
dominio fosfatasa que las hacen inactivas como fosfatasas pero que han sido conservadas a lo 
largo de la evolución y que cuya mutación también se ha visto que causa miopatía por lo que se 
piensa tengan una función biológica (Senderek et al. 2003). Algunos datos indican que funcionan 
como adaptadores para los miembros activos de la familia alterando su localización o actividad 
(Robinson and Dixon 2005). 
La estructura del cristal de la proteína MTMR2 (MYOTUBULARIN-RELATED PROTEIN 2) ha 
puesto en evidencia el parecido de la conformación del dominio GRAM con el dominio estructural 
PH (PLECKSTRIN HOMOLOGY).  Los 70 aminoácidos del dominio GRAM conformarían 5 cadenas β 
que se integrarían como una parte de las 7 cadenas β y una hélice α de los 110 aminoácidos del 
dominio PH. Ambos dominios han sido renombrados como dominio estructural GRAM/PH 
(Begley, et al. 2003) (Fig. 15). 
 
Fig. 15 Estructura tridimensional 
del dominio GRAM/PH en dos 
proteínas cristalizadas. A, dominio 
GRAM (rojo) y dominio PH (rojo + 
verde) en la proteína MTMR2 de 
humanos. B, dominio PH en la 
proteína pleckstrina de humanos 






El dominio estructural PH es común a varias proteínas que no comparten similitudes de 
secuencia significativas. Lo poseen proteínas con funciones de unión a fosfolípido, de unión a 
fosfotirosina y mediadoras en la unión de proteínas (Pawson 1995).  
 
2.3  Unión a fosfolípido de las miotubularinas MTM y las MTMR 
Se ha visto en una gran variedad de casos que las proteínas MTM y MTMR de humanos 
desfosforilan específicamente a los fosfolípidos PI(3)P y PI(3,5)P2 a través de su dominio catalítico 
fosfatasa (Taylor et al. 2001, Blondeau et al., 2000, Zhao et al., 2001, Walker et al., 2001; Kim et 
al., 2002 Berger et al., 2002; Schaletzky, et al., 2003). La unión a estos segundos mensajeros se ha 
relacionado con funciones de señalización, tráfico vesicular y respuesta a estrés celular (Taylor et 
al. 2000). Además, esta unión a fosfolípido ha podido observarse estructuralmente en la proteína 
cristalizada MTMR2 donde se han registrado las dos uniones: a PI(3) y a PI(3,5) a través del bolsillo 
que forma el dominio fosfatasa que estas proteínas poseen (Begley, et al. 2003). A diferencia de 
las otras fosfatasas PTPs, el bolsillo de unión es más profundo lo que parece conferir especificidad 
por el sustrato fosfolípido. Por la posición del dominio GRAM/PH en la estructura se piensa que 
tenga un contacto con la membrana, idea reforzada por estudios de incorporación de deuterio 
para conocer la parte accesible de la estructura y de polarización y que indican que el dominio 
GRAM/PH posee zonas accesibles para solventes y cargadas positivamente en sus cadenas 
β5/β6/β7 y α1. No obstante, el dominio GRAM/PH no ha sido cristalizado unido a fosfolípidos por 
lo que se piensa que se trate de una unión de baja afinidad que contribuye a la unión a sustrato 
mediante interacciones electroestáticas (Begley et al. 2006). Por lo tanto, la función del dominio 
GRAM/PH en la proteína humana MTMR2 no queda clara pero sí se sabe de su importancia 
funcional ya que acumula algunas mutaciones son causantes del Síndrome de Charcot-Marie-
Tooth (Fig. 16). 
 
 
Fig. 16 Estructura en superficie del cristal de MTMR2 y de la localización de las 
mutaciones que causan enfermedad (rojo). A, vista donde se aprecia el sitio 
activo del dominio fosfatasa (amarillo). B, vista de la proteína con una rotación 
de 180
o 







La actividad fosfatasa de las miotubularinas humanas estudiadas es muy específica. Un 
ejemplo es la miotubularina MTMR6 de la que se ha descrito que inhibe específica y 
exclusivamente a la proteína del canal de potasio KCa3.1 mediante la desfosforilación de PI(3)P 
(Srivastava et al. 2006). El estudio de proteínas quiméricas de los diferentes dominios GRAM/PH y 
fosfatasa ha permitido saber que la especificidad de sustrato y de localización se debe al dominio 
GRAM/PH. Así, proteínas construidas a partir de otras miotubularinas a las que se sustituye el 
dominio GRAM/PH por el de la miotubularina MTMR6 funcionan como la misma MTMR6. La 
imposibilidad de detectar interacción significativa del dominio GRAM/PH con fosfoinositoles 








                                                                                                                                                               Objetivos 
 
 
1. Caracterización del dominio GRAM en la proteína GEM de Arabidopsis thaliana  
 
2. Descripción del patrón temporal y espacial de expresión de GEM 
 
3. Caracterización de la proteína GEM y su localización subcelular 
 
3. Identificación de genes diana de GEM a nivel genómico 
 
4. Estudiar la implicación de GEM en el reloj circadiano 
 
5. Estudiar la implicación de GEM en la señalización por ABA  
 
 
Materiales y métodos 27 
 
                                                                                                                                        Materiales y métodos 
 
Material vegetal  
 
Para este trabajo se han empleado semillas y plantas de Arabidopsis thaliana de los ecotipos 
Columbia (Col-0), Wassilewskija (Ws-2) y Landsberg erecta (Ler). Para el estudio de la función de 
GEM hemos usado una línea homocigota de inserción de T-DNA gem-1 (SALK_145846) y una línea 
sobreexpresora GEMoe obtenidas y descritas anteriormente (Caro et al. 2007). Para el estudio de 
la regulación de GEM por el reloj circadiano hemos usado una línea mutante de RNAi de CCA1 y 
CCA1 (cca1lhy) y una línea sobreexpresora (CCA1ox) además de los cruces de plantas gem-1 y 
GEMoe con la planta portadoras del gen reportero LUC bajo el promotor de TOC1, todo ello 
gracias a la colaboración del laboratorio de Paloma Mas. Para el estudio de la regulación de GEM 
por ABA hemos usado varias líneas de plantas insensibles a ABA amablemente proporcionadas 
por los laboratorios de Roberto Solano (abi1-2), Pedro Rodríguez (hab1-1 abi1-2, pyr1-pyl1-pyl2-
pyl4-pyl5-pyl8, snrk2.2-snrk 2.3-snrk 2.6) y Óscar Lorenzo (abi1-1, abi3-1, abi4-1, abi5-1). Además 
hemos usado dos líneas de plantas con el gen reportero GUS bajo dos tamaños distintos del 
promotor de GEM,  GEM2049:GUS  y GEM2774:GUS desarrolladas por Elena Caro y Antonio Pichel, 
respectivamente, en este laboratorio (Tabla 2). 
El crecimiento de las plantas menores de 10 días de edad, incluidas las semillas, se llevó a 
cabo en placas estériles de 0,8% de agar suplementadas con sales MS y 1% de sacarosa bajo 
condiciones de luz de día largo (16L/8D) a 22˚C y 70% de humedad relativa. Las plantas mayores 
de 10 días fueron cultivadas en maceta con una mezcla 3:1 de tierra y vermiculita bajo las mismas 
condiciones. 
 
Tabla 2: Genotipos de Arabidopsis thaliana usados: 
 
 Línea mutante Ecotipo Tipo Descripción 
gem-1 Col-0 mutante T-DNA (Caro, et al. 2007) 
GEMoe Col-0 transgen 35S:HA-GEM (Caro, et al. 2007) 
GEM
2049







:GUS Col-0 transgen GEM2774:GUS No publicado 
TOC1:LUC Col-0 transgen TOC1:GUS (Millar et al. 1992) 
gem-1 x TOC1:LUC Col-0 mutante T-DNA x transgen 
TOC1:GUS 













GEMoe x TOC1:LUC Col-0 transgen 35S:HA-GEM x 
transgen TOC1:GUS 
No publicado 
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cca1lhy Ws-2 Factor de transcripción (Alabadi et al. 2002) 
CCA1ox Col-0 transgen 35S:CCA1-YFP (Wang and Tobin 1998)  
pyr1-pyl1-pyl2-
pyl4-pyl5-pyl8 
Col-0 mutante T-DNA  (Gonzalez-Guzman et al. 
2012) 
abi1-1 Ler mutación puntual (Koornneef et al. 1984) 
abi1-2 Col-0 mutante T-DNA (Saez et al. 2006) 
hab1-1 abi1-2 Col-0 mutante T-DNA (Saez, et al. 2006) 
snrk2.2-snrk 2.3-
snrk 2.6 
Col-0 mutante T-DNA (Nakashima et al. 2009) 
abi3-1 Ler mutante T-DNA (Koornneef, et al. 1984) 














abi5-1 Col-0 mutante T-DNA (Finkelstein and Lynch 
2000) 
 
Generación de anticuerpos  
Para la obtención de anticuerpos contra la proteína GEM se siguieron dos estrategias 
distintas que han dado lugar a dos tipos de anticuerpos específicos de GEM. En una, el antígeno 
usado contenía la secuencia entera de GEM (versión GEM.1) generada en bacteria E.Coli con en 
epítopo GST-GEM y cuyo producto fue purificado en columna de G-agarosa (Invitrogen) unida al 
anticuerpo anti-GST (1:1000, Roche). Con la proteína purificada se inmunizaron varios conejos en 
el Servicio de Animalario (CBMSO) de cuyo suero se purificaron los anticuerpos policlonales de 
anti-GEM mediante columna de HA-GEM. La otra estrategia fue usar como antígeno un péptido 
de la proteína con secuencia correspondiente con los aminoácidos 39-53 de la región N-terminal 
(LSDEVEIETKGSDS). El péptido así diseñado fue sintetizado e inoculado en conejo por la empresa 
Biogenes (Alemania) obteniendo un suero con los anticuerpos policlonales anti-GEMpep que 
fueron posteriormente purificados en columnas de HA-GEM. Ambos anticuerpos han sido 
validados para su uso en ensayos de Western-Blot. 
Análisis de los niveles de proteína GEM  
A partir del tejido vegetal congelado en nitrógeno líquido se extrajo la proteína soluble 
mediante molturado en un buffer de extracción BEG (Buffer de Extracción de GEM: 50 mM Tris-
HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0.2% Nonidet P-40, inhibidores de proteasas (Cocktail, 
Roche)) fue purificado en columna de G-agarosa (Invitrogen). Mediante el ensayo colorímetro de 
Bradfort se midió la concentración de proteína total de cada muestra igualándose a 10-20 μg 
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finales. Esta cantidad de proteína por pocillo fue separada en un gel de poliacrilamida y 
transferida a membrana de PVDF (Immobillon-P, Millipore) mediante electroforesis siguiendo la 
técnica de Western-Blot. Tras un bloqueo previo de 30 min con solución de hibridación (0,1% PBS-
Tween, 5% de leche) se incubó la membrana con los anticuerpos primarios de anti-GEM y anti-
GEMpep en una dilucion 1:2000 y  1:5000, respectivamente, durante al menos 4 horas. Tras tres 
lavados de 10 min con solución de hibridación se añadió el anticuerpo secundario anti-rabbit IgG-
HRP (Amersham) en dilución 1:10000 y se incubó durante otras 4 horas. Después de tres lavados 
de 10 min con solución 0,1% PBS-Tween la proteína GEM unida a la membrana fue revelada 
mediante quimilumiscencia (ECLplus, Millipore) sobre película fotográfica en cámara oscura. En 
estas condiciones la proteína GEM se visualiza dentro de tiempos de exposición menores a 5 
minutos. La proteína total de la membrana fue teñida con azul de Coomassie y algunas de sus 
bandas usadas como control de carga. La estimación de la cantidad de proteína GEM ha sido 
visual o mediante densitometría (Bio-Rad) de la banda de GEM de la película fotográfica respecto 
de las bandas de proteínas total de la membrana.   
Ensayo de degradación por proteosoma 
 La acción del proteosoma sobre la proteína GEM fue analizada mediante ensayos a 
temperatura ambiente (del Pozo et al. 2002) donde el extracto de proteína HA-GEM de plantas 
GEMoe fue expuesto a diferentes tiempos de degradación: cortos (0, 2, 5 y 10 min) y largos (1.5, 3 
y 5 h) siendo suplementado o no con el inhibidor del proteosoma MG132 (10 μM, Millipore). Los 
niveles de proteína fueron analizados mediante WB con el anticuerpo anti-HA (1:1000; Roche). 
 
Estado de modificación por fosforilación 
 El estado de fosforilación de la proteína GEM fue analizado sobre la proteína 
recombinante HA-GEM de extracto de plantas GEMoe la cual fue fraccionada en geles de 
poliacrilamida e identificada mediante Western-Blot con anti-HA (1:1000; Roche). El extracto de 
proteína fue tratado con un cocktail inhibidor de fosfatasas (20 mM NaF, 0,1 mM ortovanadato 
sódico, 5 mM pirofosfato sódico) o con fosfatasa λ durante 4 h. 
 
Unión de proteína a fosfolípidos 
Para los ensayos de unión a lípidos biológicos se usó proteína recombinante obtenida de 
cultivo de bacteria. Las construcciones usadas para este ensayo fueron: His-GEM, His-Nt e His-Ct,  
tres fragmentos diferentes de secuencia codificante de GEM: (1-299 aa), (1-170 aa) y (171-299 
aa), respectivamente, fusionadas a una cola de His. El clonaje se hizo en el vector pSET-B bajo un 
promotor inducible por IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) (Caro et al., 2007). Después 
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de la transformación de Escherichia coli (cepa BL21 Rosetta) con estas contrucciones mediante 
shock térmico, una colonia fue usada para el precultivo en medio líquido LB. Una vez el cultivo 
alcanzó la densidad óptica óptima el inductor IPTG fue añadido induciéndose la producción de las 
proteínas recombinantes durante las siguientes 3 h a 30˚C. Pasado este tiempo se recolectaron 
por centrifugación las células del cultivo y se extrajeron las proteínas que fueron purificadas por 
su afinidad a las bolas de Ni- NTA (Qiagen). 
Para analizar la afinidad de las proteínas purificadas a fosfolípidos se han usado las bandas 
PIP-Strip (Echelon Biosciences, Salt Lake City, UT) que consisten en unas membranas hidrofóbicas 
sobre las que hay depositadas 15 muestras de diferentes tipos de lípidos biológicos en una 
concentración de 100 pmoles y un control negativo. Cada membrana fue previamente bloqueada 
con solución de hibridación (TBS-Tween 0,1% y 3% de BSA libre de ácidos grasos) durante una 
hora en agitación suave. Posteriormente, las membranas fueron incubadas durante 4 horas con 
0,5 μg de proteína purificada en solución de hibridación: His-GEM, His-NtGEM o His-CtGEM, 
suplementado o no con 100 μg de proteína total extraída de plantas silvestres en TBS-Tween 
0,1%. Después de tres lavados de 10 min con solución de hibridación se incubaron las membranas 
con anticuerpo monoclonal anti-His (1:3000; Roche). Tras 4-12 horas se lavaron las membranas y 
se añadió el anticuerpo secundario anti-mouse IgG-HRP (1:10000; Amersham). Finalmente, la 
unión fue revelada por quimioluminiscencia de la misma forma que en un ensayo de Western-
Blot. 
 
Fraccionamiento subcelular y localización de la proteína  
- Fraccionamiento subcelular nuclear 
Para el fraccionamiento de núcleos se siguió un protocolo adaptado del descrito (Villar 
and Köhler 2010) usando 1g de polvo fino de partida, obtenido cuidadosamente del molturado de 
planta entera de 10 días congelada en nitrógeno líquido, y resuspendido en 10 ml de solución de 
extracción de núcleos 1 (0,4 M sucrose, 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM MgCl2) a la que se 
añadieron inhibidores de proteasas (Roche). La mezcla fue filtrada dos veces a través de una capa 
doble de nylon de poro de 50 μm para retirar los restos de tejido roto y el líquido filtrado fue 
centrifugado a 3000 g durante 20 min. El sobrenadante fue guardado en hielo para su posterior 
análisis como fase no-nuclear mientras que el pellet fue resuspendido con pipeteo suave en 1 ml 
de solución de extracción de núcleos 2 (0,25 sucrose, 10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10mM MgCl2, 1% 
Triton X-100) y centrifugado otra vez a 12000 g durante 10 min. El sobrenadante fue eliminado y 
el pellet resuspendido en 400 µl de solución de extracción de núcleos 3 (1,7 M sucrose, 10mM 
Tris-HCl, pH 8.0, 0,15 % Triton X-100). Esta solución viscosa fue añadida sobre un colchón del 
mismo volumen de solución de extracción 3 y centrifugada a 16000 g. Finalmente, el pellet fue 
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resuspendido en 100 µl de solución de lisis de núcleos (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM EDTA, 1% 
SDS). La fase no-nuclear guardada en hielo fue precipitada con TCA (ácido tricloroacético) 80%, 
lavada con acetona y resuspendida en 100 µl de BEG (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 
mM MgCl2, 0.2% Nonidet P-40). La proteína GEM de ambas fases fue analizada mediante WB 
usando  anti-GEMpep  (1: 5000) para su detección.  
Para el fraccionamiento subcelular total se siguió el protocolo descrito (Leivar et al. 2005) 
con leves modificaciones, partiendo de 1 g de polvo molido cuidadosamente de plantas GEMoe 
congeladas en nitrógeno líquido. El polvo fue resuspendido en 3 ml de solución de extracción (100 
mM Tris-HCl, pH 7.5, 10 mM KCl, 1mm MgCl2, 1mM EDTA, 1% Ficoll, 0.1% BSA, 0.5 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride, 5mM dithiothreitol, 20% sucrose) y centrifugado a 16000 g 
durante 20 min obteniendo la fase de pellet (P16) y la fase de sobrenadante (S16). 1 ml de S16  
conteniendo 1,5 mg de proteína se cargó a través de la pared del tubo sobre 10 ml de un 
gradiente continuo de 20% a 40% de sacarosa recién preparado. También, 1,5 mg de proteína de 
P16 fue resuspendida en 1 ml de 35 % de sacarosa y pipeteada sobre 10 ml de un gradiente 
continuo de sacarosa de 35% a 55%. Ambos gradientes fueron centrifugados en una 
ultracentrífuga (Beckman) con rotor oscilante (SW 28) a 25000 g durante 6 h obteniéndose 10 
fracciones de aproximadamente 1 ml de cada uno. Cada gradiente fue recolectado 
cuidadosamente y la cantidad de proteína GEM analizada mediante WB con anti-GEMpep 
(1:5000). 
 
- Fraccionamiento de membrana 
Para este ensayo se usaron plantas pGEM::GEM-GFP obtenidas anteriormente por Elena 
Caro en nuestro laboratorio mediante el clonaje del promotor de GEM junto a la secuencia de su 
gen con su extremo 5’UTR fusionados a la secuencia de la proteína GFP en el vector pROCKII. Las 
plantas transformadas producen proteína recombinante fácilmente detectable mediante 
Western-Blot. A partir de ellas se aislaron protoplastos de mesófilo según lo descrito (Sheen 2001) 
y se fraccionaron para extraer la proteína de membrana con 1% de Tritón X-114 a 30˚C siguiendo 
el protocolo descrito (Bordier 1981). Se obtuvieron tres fases correspondientes a la proteína 
periférica, la proteína integral y una fase intermedia entre ambas. Los niveles de GEM-GFP  se 
analizaron mediante WB usando anticuerpos monoclonales de ratón anti-GFP (Roche, 1:1000). Las 
plantas 35S:PIP2A-GFP se usaron como control positivo del experimento ya que se conoce que 
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Co-purificación y análisis por espectrometría de masas 
 Para la inmunoprecipitación de proteína GEM, 1g de polvo de plantas GEMoe de 14 días 
crecidas en medio líquido MSS fue homogeneizado en el buffer de extracción de proteína BEG 
suplementado con inhibidores de fosfatasas. Tras una centrifugación a 10000 g, el sobrenadante 
fue sonicado en hielo durante 10 seg x 5 veces y preincubado con 50 μL de agarosa-G (10% flurry; 
Santa Cruz) durante 15 min para evitar uniones inespecíficas. Tras una centrifugación a 3000 g, el 
extracto fue incubado con rotación durante 1 h con agarosa-G previamente unida a anti-HA 
(1:1000, Roche). Después de cinco lavados con buffer de extracción la proteína unida a la agarosa-
G fue eluida con 0,2 M glycine y 2 M Tris-HCl pH 8. La proteína inmunoprecipitada fue fraccionada 
en gel de acrilamida y transferida a membrana de mediante electroforesis. Las bandas de proteína 
observadas mediante varias técnicas de tinción (Coomassie, plata y Sypro-Ruby) que co-
purificaban con la proteína HA-GEM de forma específica fueron extraídas para su análisis 
peptídico en la Unidad de Proteómica (Parque Científico de Madrid, UAM). Los fragmentos 
producto de la digestión con tripsina fueron analizados (MALDI) y la secuencia resultante 
comparada por homología con la base de datos de proteína TAIR.  
 




:GUS   
 Para un análisis visual de la expresión de GEM en planta se usaron dos fusiones distintas 
del promotor de GEM al gen reportero GUS con una diferencia de 700 pares de bases del extremo 
5’. Para su construcción fueron amplificados a partir del BAC F14M13 (GenBankAC006592) dos 
fragmentos de 2,8 Kb (GEMpro2774:GUS) y 2,1 Kb (GEMpro2046:GUS) del extremo 5’ del ATG más 
40 pares de bases del extremo 3’ usando las pareja de oligos correspondientes (5’-
GTCGACGCCAAGAAACCAAGAAAGAT-3’ junto a 5’-TTTAGGATCCACCTCAGTCTTCACTACG-3’, y  5’-
TATAAAGCTTATACGAGCAAGGGCTG-3’ junto a  5’- TTTAGGATCCACCTCAGTCTTCACTACG-3’, 
respectivamente. Estos fragmentos fueron clonado aguas arriba del ATG del gen GUS dentro del 
plásmido binario pBI101 (Clontech). Después de comprobar por secuenciación la correcta unión 
de inserto y plásmido las construcciones fueron transformadas en Agrobacterium tumefacies 
(cepa  C58CRifR) por choque térmico. El cultivo de una colonia portadora del transgen fue usado 
para su transformación en planta de Arabidopsis thaliana (ecotipo Col-O) mediante el método de 
inmersión floral (Clough and Bent, 1988). Las semillas resultantes T1 fueron seleccionadas en 
medio suplementado con 60 µg ml-1 de kanamicina y de las plantas portadoras del transgen se 
obtuvo la siguente generación T2. Sus semillas fueron seleccionadas por resistencia llegando a una 
línea homozigota que fue confirmada mediante la amplificación del segmento clonado por PCR.  
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Ensayo de tinción en plantas con el gen reportero  
 La expression del gen reportero GUS bajo el promotor de GEM se visualizó en diferentes 
tejidos de la planta mediante la reacción de su producto génico, la enzima β-glucuronidasa, con el 
sustrato X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl glucuronide) siguiendo el protocolo descrito 
(Jefferson et al. 1987). Así, la expresión se siguió durante en las diferentes etapas del ciclo vital de 
la planta desde la germinación de la semilla hasta la formación de nuevas semillas. Semillas, 
plántulas y órganos florales fueron sumergidos en solución de tinción GUS (100mM NaPO4,, , pH 
7.0, 0,5 mM K3Fe(CN)6, 0,5 mM K4Fe(CN)6, 0,1% Tween-20 and 4mM X-Gluc) e infiltrados 
mediante vacío durante unos 10 min dependiendo de la dureza del tejido. Tras la infiltración 
fueron incubados a  37˚C en oscuridad para favorecer la reacción enzimática. Para los ensayos de 
inducción con ABA en raíces de plántulas de 5-7 días el tiempo de incubación necesario fue de 8 h 
y para la descripción del patrón de expresión en planta adulta fue de 24 h. El tejido verde fue 
desteñido mediante lavados de etanol 70%. Los diferentes tejidos fueron examinados en un 
microscopio vertical Axioskop2 plus (Zeiss) y fotografiados mediante una cámara acoplada digital 
Coolsnap FX color (Roper Scientific). 
 
Análisis transcripcional 
- A nivel genómico   
Para los análisis transcripcionales a nivel genómico de las plantas gem-1 y GEMoe se 
usaron plantas de 10 días crecidas en las condiciones de rutina de ambos genotipo junto al control 
de plantas silvestres. El RNA total se extrajo usando Trizol (Invitrogen) y purificado en columna 
(RNeasy Plant Kit, Qiagen). La amplificación del cDNA a partir de 10 µg of total RNA, marcado con 
los fluoróforos Cy3 y Cy5, hibridación, cuantificación y análisis fue realizado por la Unidad de 
Genómica del CNB (Centro Nacional de Biotecnología, Madrid). El soporte utilizado fueron los 
microarrays de 22K de Affymetrix (GeneChip Arabidopsis ATH1 Array) cuyas sondas representan 
aproximadamente 24.000 genes del genoma de Arabidopsis thaliana. Para el análisis de los 
resultados se estableció un filtro de fiabilidad de p-value menor de 0,005 donde se consideraron 
desregulados aquellos genes con un cambio de expresión ≥ 1,8 veces (en valor absoluto) la 
expresión en la planta silvestre. Para establecer categorías en la localización subcelular y la 
función de los genes desregulados  se usó la base de datos de TAIR 
(http://www.arabidopsis.org/tools/bulk/go). Para el análisis comparativo con otros análisis 
transcripcionales de tratamientos con ABA, sequía y alta sal se usaron los datos publicados 
(Matsui et al. 2008).  
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- A nivel génico   
El material de partida para las extracciones de RNA fue planta entera de 10 días de 
crecimiento, usándose 7-10 plántulas en, al menos, dos réplicas biológicas. En los ensayos de 
tratamiento con (±)ABA, las plantas fueron pasadas a medio sólido suplementado en presencia o 
ausencia de 100 μM de ABA o no (A1049, Sigma) durante 2 horas. Este material fue 
inmediatamente congelado en nitrógeno líquido y posteriormente se extrajo el RNA total con 
Trizol (Invitrogen). El DNA residual de estas extracciones fue eliminado mediante un tratamiento 
con DNAsa (Roche). El cDNA fue obtenido a parir de 500 ng totales de RNA mediante la reacción 
de la retrotranscriptasa SuperScript III (Invitrogen) usando los oligos dT para la selección de los 
transcritos de mRNA. La cuantificación de los diferentes transcritos se hizo mediante RT-qPCR 
usando para la reacción la polimera FastStart DNA Master Green I en el sistema LightCycler 
(Roche) partiendo de una dilución 1:3 del cDNA total y usando primers específicos de cada 
transcrito (Tabla 3). Los niveles de transcrito de ACT2 y ACT8 fueron determinados y usados para 
la normalización de las diferencias de expresión en cada muestra en los ensayos de reloj 
circadiano y ABA, respectivamente.  
Tabla 3: Oligos usados para la cuantificación de transcrito 
 













AT1G49240 ACT8 AACGACCTTAATCTTCATGCTGC GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG 
























































































AT5G52310 RD29A TTGGGACAGAGGATGATGAATCG CTCAACACACACCAGCAGCACCCA 












AT5G13630 ABAR CGATGTTCCTTACCTTGTGGCAG CACGACCAGCGAAAACGATTG 
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Análisis fenotípicos   
- Seguimiento del reloj circadiano 
 Para el estudio de la respuesta génica en un contexto circadiano hemos usado plantas de 
10 días crecidas bajo fotoperiodo de día largo salvo para el seguimiento de genes de floración en 
el que se usaron otras dos condiciones de fotoperíodo: día corto (8L/16D) y día intermedio 
(12L/12D). Se tomaron muestras cada 4 horas durante un día entero: 0, 4, 8, 12, 16, 20 horas 
desde el inicio de la luz (CT) en dos condiciones distintas, luz discontinua (16 luz/ 8 oscuridad) y 
luz continua (24 horas de luz), esta última con un acondicionamiento previo de 48 horas. La 
condición de luz discontinua describe patrones diurnos de expresión regulados por la luz y/o por 
el sistema autónomo del reloj circadiano mientras que la condición de luz continua solamente 
muestra patrones circadianos, es decir, dependientes directamente del reloj.  
 De otra manera, el patrón de expresión circadiano ha sido cómodamente analizado a 
través del sistema de bioluminiscencia del gen reportero LUC bajo el promotor de TOC1, el cual se 
analizó en fondos de planta mutante y sobreexpresora de GEM. Para la preparación hemos se 
transplantó una plántula de 5 días a cada pocillo de una placa multipocillo con el medio adecuado 
de agar y sustrato luciferina. Pasado un período de adaptación en cámara de cultivo se registraron 
las emisiones de fotones de cada plántula mediante un aparato contador de centelleo o 
luminómetro (LB-960, Berthold Technologies) durante varios días. 
 
- Floración 
 Para cuantificar las diferencias relativas a la transición floral se midieron dos parámetros: 
el día de floración y el número de hojas de la roseta. El día de floración ha sido establecido como 
el día en que el tallo floral alcanza 1cm de altura y el número de hojas como las hojas verdaderas, 
no cotiledones, que surgen de manera visible de la roseta en este día.  
 
- Germinación 
 Para los ensayos de germinación unas 100 semillas por triplicado fueron recién 
recolectadas y sembradas sobre placas horizontales con el medio de crecimiento descrito 
anteriormente. El conteo de su germinación fue registrado durante 10 días desde su entrada en la 
cámara de crecimiento. Para los ensayos de estratificación las semillas sembradas fueron tratadas 
previamente con frío (4˚C) y oscuridad durante 0, 24 y 48 horas. Para los tratamientos con 
hormona y estrés el medio de crecimiento fue suplementado con diferentes concentraciones de 
ABA (0,1 μM, 1 μM y 10 μM), PAC (0,1 μM, 1μM y 3μM) y NaCl (50 mM, 100 mM y 150 mM). El 
conteo de la germinación de la semilla fue analizado en lupa (Leica) considerando la geminación 
positiva como el momento en el que la radícula había penetrado la testa.  
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- Crecimiento radicular  
El crecimiento de la raíz fue analizado en plantas crecidas en placa vertical con medio de 
crecimiento suplementado con diferentes concentraciones de ABA (0,5 μM, 10 μM y 50 μΜ) 
durante 10 días.  
 
- Supervivencia a sequía  
Para el ensayo de supervivencia a sequía, plantas de 25-28 días crecidas en maceta con un 
régimen de irrigación regular cada dos días fueron sometidas a un período de sequía de unos 10 
días hasta la aparición de clorosis. Pasado ese período las plantas fueron rehidratadas y 
observadas un día después considerando la pérdida de viabilidad en aquellas que no exhibieron 
signos físicos de rehabilitación. 
 
Alineamiento de proteínas 
 Para el alineamiento de proteínas con el dominio GRAM se usaron las secuencias de 
aminoácidos de diferentes organismos recogidas en la base de datos de PFAM versión 26.0 
(Sanger Institute, UK). Las secuencias de proteínas con el dominio GRAM en Arabidopsis thaliana  
se contrastaron con la base de datos de TAIR (Carnegie Institution and Ohio University, USA). La 
representación de las arquitecturas de las proteínas se ha basado en los modelos de PFAM. Los 
métodos usados para el alineamiento múltiple de las proteínas han sido CLUSTALW (Larkin et al. 
2007), para las secuencias del dominio entre organismos, y MUSCLE (Edgar 2004), para las 
secuencias completas de las proteínas del grupo GER. El análisis evolutivo de las secuencias y la 
elaboración del árbol filogenético fue elaborado mediante el programa MEGA versión 4 (Tamura 
et al. 2007) mediante el método Neightbor-Joining y bajo el modelo p-distance.  
 
Predicción de motivos y dominios 
 Para la predicción de segmentos de proteína transmembrana se ha usado el programa 
MEMSAT3 (Jones 2007) y para la predicción de su orientación el servidor web RHYTHM (Rose et 
al. 2009). Para la predicción de señales de exportación nuclear (NES) en secuencia de las proteínas 
se ha usado el programa NetNES 1.1 (la Cour et al. 2004). Para la predicción de los sitios de 
fosfolización se ha usado la base de datos PhosPhAt (Durek et al. 2010). 
 






                                                                                        Bloque I: Clasificación y caracterización de GEM 
1. La familia del dominio GRAM en plantas 
Así como el dominio GRAM ha sido ampliamente estudiado en animales donde está 
presente en glucosiltransferasas, proteínas activadoras de Rab-GTPasas y miotubularinas, en 
plantas, no ha sido caracterizado en este tipo de proteínas y su función permanece sin conocerse. 
Recientemente, su estudio en plantas ha sido abordado por varios grupos de investigación y este 
trabajo es un esfuerzo más para avanzar en su conocimiento. 
A diferencia de lo que ocurre en animales, donde el dominio se encuentra ampliamente 
diversificado, en plantas verdes (Viridiplantae) el árbol filogenético del dominio GRAM conserva 
las tres líneas evolutivas que se originaron inicialmente en Bacteria (Fig. 17) y el cual está 
representado en un total de 260 genes identificados. Además, los genes del dominio GRAM 
suelen tener duplicaciones dentro del mismo organismo que adquieren patrones de expresión 
locales distintos por lo que se piensa que ésta ha sido su mayor fuente de diversificación en 




Fig. 17 Árbol filogenético del dominio GRAM en Viridiplantae (plantas verdes). A la derecha 
las líneas evolutivas marcadas desde Bacteria  
 
Por otro lado, la arquitectura de las proteínas GRAM en plantas es principalmente 
monodominio (o bidominio en algunos casos) mientras que, en animales, suele encontrarse 
asociado a otros dominios llegando a encontrarse hasta seis dominios en la misma proteína. 
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1.1 La nueva subfamilia GER (GEM RELATED) en Arabidopsis thaliana  
En el organismo Arabidopsis thaliana se han identificado quince genes que codifican 
proteínas que poseen un dominio GRAM. Estas proteínas pueden diferenciarse por su tamaño y 
por poseer, o no, otro dominio asociado al dominio GRAM (Tabla 4).  
 
Tabla 4: Proteínas que poseen un dominio GRAM en Arabidopsis thaliana (*proteínas 
descritas durante la elaboración de esta tesis) 
 AGI Nombre Tamaño (aa) GRAM (aa) 0tros dominios 
1 AT2G22475 GEM 299 176-251 (75) - 
2 AT1G28200 FIP1 259 138-215 (77) - 
3 AT4G01600 - 233 107-183 (76) - 
4 AT4G40100 PRSL1* 225 129-163 (34) - 
5 AT5G08350 - 222 95-173 (78) - 
6 AT5G13200 - 272 143-221(75) - 
7 AT5G23350 - 280 160-235 (75) - 
8 AT5G23360 - 210 90-165 (75) - 
9 AT5G23370 - 219 98-173 (75) - 
10 AT1G02120 VAD1 598 70-135 (65) - 
11 AT3G59660 - 594 229-295 (66) C2 
12 AT1G03370 - 1020 688-754 (66) C2 (2) 
13 AT5G50170 - 1027 692-758 (66) C2 (2) 
14 AT3G10550   ATMTM1* 840 42-109 (67) Myotubularin PPasa 
15 AT5G04540 ATMTM2* 833 45-112 (67) Myotubularin PPasa 
 
El alineamiento de la secuencia del dominio en Arabidopsis muestra la conservación de 
dos aminoácidos comunes a todas las proteínas: el residuo glicina (G), que comparten todos los 
organismos, y, además, un residuo de ácido glutámico (E) (Fig. 18). 
 
 
Fig 18. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos del dominio GRAM en las proteínas de Arabidopsis 
thaliana 
 
Como en el resto de plantas, las proteínas que contienen un dominio GRAM en 
Arabidopsis thaliana son mayoritariamente de dominio único encontrando solamente cinco 
miembros bidominio en los que, además, GRAM sólo se asocia con dos tipos de dominio: C2 y 
miotubularina (Fig. 19). Curiosamente, ambos dominios son conocidos por su participación en 
procesos  de membrana. Por un lado, el dominio miotubularina ha sido descrito en las proteínas 
animales MTM y MTMR con una actividad fosfatasa de fosfolípidos que genera segundos 
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mensajeros de la señalización celular y cuyos genes homólogos en Arabidopsis, AtMTM1 y 
AtMTM2, han sido publicados recientemente (Ding et al. 2012). Por otro lado, el dominio C2 es un 
dominio conservado tanto en plantas como en animales donde ha sido descrito como un dominio 
de localización en la membrana formando parte de fosfolipasas o proteínas de la biosíntesis de 
fosfolípidos (Reddy and Reddy 2004). 
 
 
Fig. 19 Arquitectura de las proteínas del dominio GRAM en Arabidopsis thaliana: 
dominio GRAM, en azul; dominio C2, en amarillo; y dominio miotubularina, en naranja 
(*proteínas descritas durante la elaboración de esta tesis) 
 
 
Entre las proteínas con único dominio GRAM conocidas en Arabidopsis se encuentra VAD1 
(VASCULAR ASSOCIATED DEATH 1) que ha sido caracterizada funcionalmente dentro de la 
respuesta hipersensible al observarse que la falta de la proteína en los mutantes vad1-1 provoca 
lesiones en el sistema vascular tras una infección con patógeno (Lorrain et al. 2004). También  se 
ha descrito FIP1 (FH INTERACTING PROTEIN 1) por su interacción con la proteína formin-like AFH1, 
localizada en la membrana y ligada a la organización del citoesqueleto (Banno and Chua 2000) 
aunque se desconoce su función. Y más recientemente, PRSL1 (PP1 REGULATORY SUBUNIT2-LIKE 
PROTEIN 1) ha sido descrita como una subunidad reguladora de la fosfatasa 1 con función 
mediadora de la luz en la apertura de los estomas (Takemiya et al. 2013). Finalmente, GEM (GL2 
EXPRESSION MODULATOR) ha sido identificada previamente en nuestro laboratorio mediante 
ensayos de doble híbrido habiéndose demostrado que interacciona con los dos homólogos de 
CDT1 en Arabidopsis, los cuales participan en la regulación de la replicación del DNA en todos los 







Basándonos en análisis de secuencia hemos clasificado a GEM y a otras ocho proteínas con 
dominio GRAM en un nuevo grupo de homología en Arabidopsis al que hemos denominado 
subfamilia GER (GEM RELATED) formado por: GEM, FIP1/GER1, GER2, PRLS1/GER3, GER4, GER5, 
GER6, GER7 y GER8. Esta nueva subfamilia posee características específicas de secuencia dentro y 
fuera del dominio y, además, reúne proteínas de dominio único y con un tamaño pequeño, 
comprendido entre 200-300 aminoácidos (Tabla 5).  
 
Tabla 5: Proteínas de la subfamilia GER (P.M.P: peso molecular predicho para la proteína)* 













.1 299 32,21 175-252 (75) 1 AT2G22475 GEM 
.2 248 26,65 175-252 (75) 
2 AT1G28200 FIP1/GER1  259 27,95 138-215 (77) 
.1 233 25,91 106-185 (76) 3 AT4G01600 GER2 
.2 228 24,34 106-185 (76) 
4 AT4G40100 PRLS1*/GER3  225 24,85 129-163 (34) 
5 AT5G08350 GER4  222 25,25 95-173 (78) 
6 AT5G13200 GER5  272 30,07 143-221(75) 
7 AT5G23350 GER6  280 31,43 160-235 (75) 
8 AT5G23360 GER7  210 23,64 88-166 (78) 
9 AT5G23370 GER8  219 24,55 96-174 (75) 
 
La masa molecular predicha para estas proteínas no supera los 35 kDa siendo GEM la 
mayor. En ellas, el dominio GRAM se encuentra en la mitad C-terminal de la proteína y tiene una 
extensión de unos 70 aminoácidos, salvo en el caso de PRLS1/GER3 que parece haber sufrido una 
delección de parte del dominio y sólo cuenta con 34 aminoácidos (Fig. 20).  
A diferencia de las otras proteínas GRAM, la secuencia de las proteínas GER posee dos 
motivos específicos que las diferencia filogenéticamente del resto del grupo. Uno de ellos se 
encuentra dentro del dominio GRAM y su secuencia es, sobre todo, rica en aminoácidos polares 
(CYLSTTAGPVAGVLY; 20-35 aminoácidos desde el inicio de GRAM). El otro motivo lo identificamos 
fuera del dominio, en el lado C-terminal, con una secuencia principalmente abundante en 
aminoácidos apolares (DGF-FWFMGFVSY; 19-31 aminoácidos desde el final de GRAM). Además,  
específicamente, encontramos en el lado N-terminal unos residuos conservados de prolina (P) y 







Fig. 20 Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de los miembros de la subfamilia GER en 
Arabidopsis thaliana. Debajo de cada línea se representa, en negro, el índice de homología junto con 
la secuencia consenso. El dominio GRAM está señalado dentro del cuadro y los aminoácidos 
específicos de estas secuencias se representan con una estrella (se ha usado MUSCLE Multiple 
Sequence Alignment para el alineamiento) 
 
El dominio GRAM ha sido relacionado en animales con proteínas unidas directamente con 
la membrana (Doerks, et al. 2000) por lo que analizamos esta posibilidad mediante programas de 
predicción de segmentos transmembrana. El programa MEMSAT3 (Jones 2007) muestra que las 
proteínas GER podrían ser proteínas transmembrana debido a sus características de 
hidrofobicidad. Según esta predicción existe una región de 15 aminoácidos que corresponde 
enteramente con el motivo dentro del dominio GRAM descrito antes, con secuencia 




 Fig. 21 Predicción de 
hélice transmembrana en 
proteínas GER mediante el 
programa RHYTHM (Rose 
et al., 2009). En verde, los 
aminoácidos de unión a 
membrana y en rojo, los 







Otro programa de predicción de proteínas de membrana y canales (Rose et al. 2009) 
también señala a estos aminoácidos como capaces de formar un segmento transmembrana, 
aunque no en todas las proteínas GER (no en GER5, ni en GER7). La predicción de direccionalidad  
de estas proteínas indica que el extremo N-terminal quedaría, hipotéticamente, del lado 
citoplasmático y el extremo C-terminal del lado extracelular (Fig. 21). 
Según los estudios elaborados con proteínas animales, el dominio GRAM es necesario y 
específico para la localización subcelular de la proteína que lo posee (Choudhury et al. 2006, 
Robinson and Dixon 2005) por lo que hemos analizado la predicción de localización para las 
proteínas GER a través de diferentes programas sin encontrar ningún consenso entre los 
diferentes programas usados.  
También hemos buscado regiones ricas en leucina típicas de señales de exportación 
nuclear o NES (Nuclear Export Signals) mediante el programa NetNES 1.1 (la Cour et al. 2004), 
encontrando una región entre los aminoácidos 38 y 46 del extremo N-terminal en la proteína 
GEM pero no en el resto de proteínas GER.  
En cuanto a la filogenia del grupo, el alineamiento de aminoácidos mediante MUSCLE 
(Edgar, 2004) y posterior reconstrucción filogenética usando el método Neightbor-Joining 
siguiendo el modelo p-distance en MEGA 4.0 (Tamura et al. 2007) muestra a este grupo como una 
línea evolutiva independiente del resto de proteínas con dominio GRAM en Arabidopsis thaliana 
que se ha diversificado en dos ramas donde se agrupan, por un lado: GEM, GER1, GER2, GER3 y 
GER5, y por otro: GER6, GER7, GER8 y GER4. Usando de referencia a una proteína GRAM de 
Bacillus cereus (B5UHJI) se aprecia la distancia evolutiva que sitúa a GER2 más cerca de la 
antecesora (Fig. 22).  
 
Fig.22 Árbol filogético de las proteínas GER  
 
Los genes GER6 (At5G23350), GER7 (At5G23360) y GER8 (At5G23370) están muy cercanos en el 
cromosoma 5 (GEM7 se encuentra en la cadena sentido mientras que GEM6 y GEM8 se localizan 
en la antisentido),  y junto a GER4 codifican secuencias casi homólogas que parecen ser producto 
de duplicaciones (Fig. 20). 
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1.2 Homología de las proteínas GER con ABA45 (Hordeum vulgare) 
La primera proteína con dominio GRAM descrita en plantas fue ABA45 en la cebada (Liu et 
al. 1999), la cual fue encontrada en una búsqueda general de proteínas que interaccionaran con el 
ABA. El método usado fue la expresión de una librería de cDNA y su detección con un nuevo 
anticuerpo que mimetizaba la estructura del ABA. El gen al que correspondía el clon positivo era, 
además, inducible por ABA y se expresaba en la aleurona de la semilla lo que hacía pensar que se 
tratara de un nuevo receptor de ABA, una sugerencia que no ha podido ser comprobada 
posteriormente. Al analizar la homología de ABA45 con las proteínas del dominio GRAM en 
Arabidopsis encontramos que ésta es homóloga del grupo de las proteínas GER y más 
específicamente de GER5, GEM y GER1 (Tabla Suplementaria 1) con las que comparte el motivo 
intradominio (CYLSTTAGPVAGVLY) que hemos caracterizado en las proteínas GER (Fig. 23). 
 
 
Fig. 23 Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de la proteína ABA45 de Hordeum vulgare con sus 
homólogas de Arabidopsis thaliana. La secuencia consenso se representa abajo. El dominio GRAM se 
representa dentro del cuadro. 
 
 La existencia de esta homología entre proteínas GER de dicotiledóneas (Arabidopsis) y 
monocotiledóneas (Hordeum) podría extender a otros organismos las conclusiones que se 






2. Caracterización de la proteína GEM 
Con el objetivo de avanzar en el conocimiento funcional de las proteínas con dominio 
GRAM en plantas, y especialmente de la subfamilia GER, nos focalizamos en uno de los miembros 
del grupo, GEM. Para la caracterización y estudio de esta proteína contamos con varias 
herramientas desarrolladas en nuestro laboratorio durante la elaboración de trabajos anteriores 
como las plantas mutantes (gem-1) y sobreexpresoras (GEMoe) (Caro, et al. 2007) (Fig. 24). 
 
 
Fig. 24 Inserción de T-DNA 
en la línea mutante de 
plantas gem-1 y transgen 




Las plantas gem-1 corresponden a una línea de inserción de T-DNA (145846, Salk) y las 
plantas GEMoe han sido generadas mediante transformación con el plásmido pBHA que contiene 
3 veces la secuencia de la hemaglutina (HA) en fase con el cDNA de GEM (AT2G22475) bajo el 
promotor 35S. A pesar de la modificación de la expresión de GEM en ambas plantas no aparece 
un fenotipo macroscópico detectable por lo que es necesario un análisis más profundo para 
conocer la función de la proteína GEM (Fig. 25) 
 
 
 Fig. 25 Plántulas de 14 
días de los genotipos   




2.1 Generación de anticuerpos contra GEM 
Para el estudio de la proteína GEM hemos generado anticuerpos policlonales a través de 
dos estrategias diferentes. En una, los anticuerpos llamados anti-GEM fueron producidos en  
conejo inoculado con proteína GST-GEM expresada en E.Coli y purificada en columna (Servicio de 
Animalario, CBMSO) mientras que, en la otra, los anticuerpos denominados anti-GEMpep fueron 
obtenidos también de conejo pero inoculado con un péptido sintético de tan sólo catorce 
aminoácidos que corresponde con una secuencia exclusiva de GEM (LSDEVEIETKGSDS) y situada 







Sabemos por las bases de datos que GEM se transcribe en dos versiones de splicing a las 
que denominamos GEM.1 y GEM.2 y que estos transcritos corresponden con dos isoformas de 
proteína de 299 y 248 aminoácidos, respectivamente, cuya masa molecular predicha se sitúa en  
los 32,21 kDa para GEM.1 y 26,65 kDa para GEM.2. La secuencia usada para producir los 
anticuerpos anti-GEM fue la isoforma completa sin splicing (GEM.1) y, bajo criterios de 
especificidad y propiedades inmunogénicas, el péptido elegido para generar los anticuerpos anti-
GEMpep se encuentra en las dos formas de splicing (LSDEVEIETKGSDS; aminoácidos 39-53) por lo 
que ambos anticuerpos probablemente reconozcan las dos isoformas (Fig. 26).  
 
 
Fig. 26 Secuencias de aminoácidos de 
las dos isoformas de GEM en 
Arabidopsis thaliana. En negrita, la 
secuencia del péptido usado para 
generar anticuerpos y en verde, la 







Los sueros inmunes generados en ambos casos fueron purificados contra sus respectivos 
antígenos obteniéndose dos líneas de anticuerpos capaces de detectar la misma banda de 
proteína con alta especificidad (Fig. 27). Además, la banda que reconocen estos anticuerpos 
desaparece en las plantas mutantes gem-1 por lo que podemos concluir que anti-GEM y anti- 
GEMpep reconocen específicamente a GEM. La masa que corresponde con esta banda es de 37 
kDa, lo cual es significativamente mayor al tamaño predicho (32,21 kDa). Esta diferencia puede 
ser indicativa de que la proteína sufre algún tipo de modificación post-traduccional, una 





Fig. 27 WB de extracto de 
plantas Wt, gem-1 y GEMoe 
revelado con anticuerpos 








Ambos anticuerpos detectan, además, otra banda en el extracto de plantas GEMoe que 
coincide con la reconocida por el anticuerpo anti-HA por lo que queda bastante claro que se trata 
de la banda de proteína transgénica 3xHA-GEM. La masa molecular de esta banda es de unos 48 
kDa lo que podría concordar con la masa molecular de GEM (37 kDa) sumada al epítopo 3xHA 
(Fig. 27). 
 
2.2 Degradación por proteosoma 
El proteosoma es un complejo proteolítico que actúa sobre numerosas proteínas que han 
sido marcadas previamente con ubiquitina para su reconocimiento y posterior degradación.  
Tiene una importancia mayor en proteínas cuya presencia ha de ser controlada eficazmente como 
las proteínas que participan en el ciclo celular. Sabemos que GEM se une a CDT1A, una proteína 
que participa en la fase S del ciclo celular y aunque se ha comprobado que GEM no participa 
directamente en la regulación del ciclo celular es posible que sea diana del proteosoma. Usando el 
programa de predicción UbiPred (Tung et al., 2008) encontramos un único sitio de posible 
ubiquitinación con una probabilidad bastante baja en la lisina K5. Comprobamos esta posibilidad 
mediante ensayos de degradación sobre extractos de plantas GEMoe añadiendo o no a la proteína 
soluble el inhibidor del complejo del proteosoma MG132 y observando su efecto sobre los niveles 
de proteína a lo largo del tiempo. En este experimento observamos que la proteína GEM tiene 
una vida media muy alta en el extracto alcanzando las cinco horas de exposición y siendo el efecto 
del inhibidor poco relevante por lo que concluimos que en estas condiciones GEM no se degrada 
por el proteosoma (Fig. 28)  
 
Fig. 28 Time-course de 
degradación por proteosoma 




2. 3  Estado de fosforilación   
El dominio GRAM ha sido relacionado en animales con funciones de señalización celular 
en las que la fosforilación es la modificación más habitual para una regulación rápida de la 
actividad de las diferentes proteínas implicadas (Luan 2002). Utilizando la base de datos de sitios 
de fosforilación PhosPhAt 4.0 (Durek et al. 2010) analizamos la secuencia peptídica de GEM y 
comprobamos que contiene tres sitios susceptibles de ser fosforilados: S69, S78 y T117. Para 
analizar el estado de fosforilación de GEM se fraccionó un extracto soluble de plantas GEMoe en 
dos condiciones distintas: una en la que se previene la pérdida de fosforilaciones mediante la 




sódico, 5 mM pirofosfato sódico) y otra en la que se eliminan las posibles fosforilaciones mediante 
la actividad fosfatasa general de la fosfatasa λ sobre el extracto. Observamos que en el extracto 
digerido con fosfatasa λ se han degradado unas bandas de proteína HA-GEM dejando una única 
banda inferior mientras que en el extracto tratado con inhibidores de fosfatasas estas bandas se 
mantienen. Las bandas degradadas corresponden con las de menor movilidad en el gel por lo que 
concluimos que GEM debe sufrir una modificación post-traduccional por fosforilación (Fig. 29). 
 
 
Fig. 29 Bandas de proteína 
HA-GEM en un tratamiento 





2.4 Localización subcelular de GEM: membrana y núcleo 
Sabemos que GEM es una proteína interactora de CDT1 la cual forma parte de un 
complejo de proteínas que actúa en el núcleo, el complejo pre-replicativo, durante la fase G1 y S 
del ciclo celular. Pero desconocemos si GEM también se localiza en el núcleo o la interacción 
ocurre en otro lugar. Para analizar esta posibilidad realizamos experimentos basados en 
fraccionamiento mediante gradientes de sacarosa. En una primera aproximación mediante la 
purificación de núcleos siguiendo el protocolo descrito (Villar and Köhler 2010) a partir de 
extractos de plantas Wt, gem-1 y GEMoe analizamos la cantidad de GEM en una fracción 
enriquecida en material nuclear donde observamos que GEM se encuentra más abundantemente 
(Fig. 30 A, pellet).  
 
 
Fig. 30 Localización subcelular de GEM por enriquecimiento en núcleos en plantas Wt, gem-1 y 
GEMoe (A) y mediante gradiente continuo de 20-55 % de sacarosa en plantas GEMoe (B). 





En segundo lugar, mediante un fraccionamiento subcelular en gradiente continuo de 
sacarosa (Leivar et al. 2005) separamos las diferentes fracciones subcelulares donde se 
distribuyen los orgánulos celulares por densidad de un extracto total de plantas GEMoe (Fig. 30, 
B). El análisis por Western-Blot con anti-GEMpep de las distintas fracciones localiza a GEM en la 
fracción de 55% de sacarosa que corresponde con la fracción nuclear como indica el control de 
proteína nuclear, la histona 3, analizado en las mismas fracciones con el anticuerpo anti-H3. Por 
ambos resultados  concluimos que GEM se localiza en el núcleo.  
 
Por otra parte, existen indicios de la interacción de las proteínas con dominio GRAM con 
estructuras lipídicas como ocurre con las miotubularinas o los activadores de RabGTPasas  de 
otros organismos donde además se ha visto que desempeñan un funciones de señalización celular 
(Lorenzo et al. 2006). Para conocer la posible relación de la proteína GEM con las membranas 
celulares realizamos un ensayo de fraccionamiento subcelular de membranas a 30⁰C donde el uso 
de detergente Tritón  X-114 y/o sales necesarios para extraer a la proteína discrimina entre 
proteínas integrales y proteínas periféricas (Bordier 1981). Para ello se generaron protoplastos a 
partir de células del mesófilo de plantas pGEM::GEM-GFP mediante la técnica descrita (Sheen 
2001), que poseen un transgen que transcribe GEM bajo su propio promotor fusionado a GFP, lo 
cual nos sirve para localizar a la proteína. Como control del experimento se usa la proteína PIP2A 
de la cual se sabe que es una proteína periférica (Cutler et al. 2000). Los resultados de este ensayo 
son claros y no corroboran la predicción de que GEM podría ser una proteína transmembrana.  Sin 
embargo, nos indican que la proteína GEM es una proteína periférica que se adhiere, 
superficialmente, a la membrana de forma débil pudiéndose separar sin romper la membrana, 
simplemente con una elevada concentración de sal (Fig. 31).  
 
 
 Fig. 31 Localización subcelular de 
GEM en extracto de membrana: 
(total) proteína de membrana total, 
(1) proteína periférica, (2) interfase, 









2.5 Unión a fosfolípidos   
Varias proteínas con dominio GRAM, o su homólogo estructural, el dominio PH, se unen 
específicamente a fosfolípidos. Las miotubularinas humanas han sido descritas en una función de 
biosíntesis lipídica a través de su dominio fosfatasa de fosfolípidos pero además su localización en 
la célula, analizada mediante ensayos con proteínas quimera, parece depender de la identidad del 
dominio GRAM (Choudhury, et al. 2006). Por otra parte, el dominio PH, ha sido ampliamente 
descrito interaccionando con este tipo de biolípidos formando parte de proteínas kinasas como 
AKT, varias fosfolipasas o proteínas de su biosíntesis como la PI4K en Arabidopsis thaliana 
(Stevenson et al. 1998).  
Según esto, ensayamos la capacidad de unión de GEM a diferentes tipos de fosfolípidos 
usando un soporte hidrofóbico impregnado con ocho tipos de inositoles y otros siete lípidos 
biológicos importantes (PIP strips, Echelon). Para analizar la funcionalidad del dominio GRAM en 
este contexto y teniendo en cuenta que se encuentra entre los aminoácidos 176 y 251 de la 
secuencia de GEM produjimos en bacteria tres formas de proteína recombinante de GEM 
fusionada a His: la secuencia completa de aminoácidos (His-GEM), la secuencia de 1-170 
aminoácidos del extremo N-terminal (His-NtGEM), y la secuencia de 171-299 aminoácidos del 
extremo C-terminal (His-CtGEM) (Fig. 32 A).  
 
 
Fig.32 (A) Proteína His-GEM, His-NtGEM e His-CtGEM producida en bacteria, (B) Unión 
proteína-lípido sobre tiras de fosfolípidos y lípidos de proteína purificada sin y con 







Usando una cantidad de 0,5 µg de proteína purificada para cada ensayo incubamos la membrana 
con el extracto proteínico de cada tipo por separado y durante un tiempo corto. Finalmente, 
como en un Western-Blot, analizamos la proteína unida revelando con el anticuerpo monoclonal 
anti-His (Roche). Los ensayos realizados de esta manera no revelaron ninguna unión de las 
diferentes proteínas recombinantes a la membrana. Por ello, añadimos a la solución de proteína  
recombinante 100 μg de un extracto total de plantas silvestres e incubamos en las mismas 
condiciones. De esta forma observamos unión de la proteína His-GEM, y no, en cambio, de las 
formas incompletas His-NtGEM ni His-CtGEM, a  varios tipos de fosfolípidos. De manera más 
intensa, se observa unión a los monofosfolípidos PI(3)P, PI(4)P y PI(5)P, aunque también, se 
observa señal del anticuerpo en PI(3,5)P2, PI(4,5)P2, PI(3,4,5)P3 y al ácido fosfatídico (PA) (Fig. 32 
B). Esto indica que la unión de GEM a los fosfolípidos existe pero que es necesaria la participación 
de alguna otra proteína o determinadas condiciones proporcionadas por el extracto.  
 
2.6 Unión a otras proteínas 
Para conocer mejor las posibles interacciones de GEM con otras proteínas se realizó un 
ensayo de co-purificación usando como cebo a la proteína transgénica HA-GEM sobreexpresada 
en plantas GEMoe. Su inmunoprecipitación mediante unión a agarosa-antiHA y posterior elución 
arrastra una nueva banda de proteína, además de la asociada a la proteína HA-GEM (48 kDa), que 
no aparece cuando se usan extractos de plantas Wt y que posee una movilidad de unos 63 kDa 




Fig. 33 Gel de proteína eluida de 
una co-purificación con anti-HA-
GEM agarosa en extractos de 
plantas Wt y GEMoe. Las bandas 
señaladas han sido identificadas 
por espectrometría de masas 




Las banda co-purificadas son visibles mediante varias técnicas de tinción (Coomassie, 
tinción de plata y tinción de Sypro Ruby) lo que permite extraerlas y analizarlas mediante 
espectrometría de masas (Servicio de Proteómica, Parque Científico de Madrid). Como ya 




el doblete que aparece a la altura de los 48 KDa pertenece a la proteína transgénica de HA-GEM 
pero además identifica a la banda con masa molecular de unos 63 KDa como PIP5K9, una kinasa 
que fosforila al fosfatoinositol 4 en la posición 5 dando como producto un PIP(4,5)P2 (Lou et al. 
2007). Esta unión puede estar directamente relacionada con la unión a fosfolípidos demostrada 
anteriormente y sugiere que GEM esté implicada, de alguna manera, en el metabolismo de 
fosfoinositoles, lo que se discutirá más adelante. Por otra parte, el producto de PIP5K9, el 
PIP(4,5)P2 está relacionado con la respuesta a estrés siendo ésta la especie más descrita (Lee et al. 
2007, Stenzel et al. 2008, Williams et al. 2005, Zhong et al. 2004).  
 
En el mismo sentido se analizaron los ensayos de doble híbrido (Y2H) hechos con 
anterioridad en el laboratorio (comunicación personal, Elena Caro) con una batería de proteínas 
de Arabidopsis expresadas en levaduras. Al ensayar su interacción con GEM los resultados de la 
interacción fueron positivos para dos proteínas que corresponden con los genes con código: 
At3G55020 y At1G100650. El primero (At3G55020) codifica para una proteína con dominio 
RabGAP (GTPase-ACTIVATING PROTEINS), el cual se sabe que se une a proteínas GTPasas 
estimulando su actividad hidrolítica de GTP (Pan et al. 2006). El otro gen (At1G100650) codifica 
para una proteína SBP (S-RIBONUCLEASE BINDING PROTEIN) con dominio Zinc-finger FYVE. Este 
dominio se une a PI(3)P en una manera dependiente de pH y participa en señalización (Gaullier et 




Fig.34 Interacciones de GEM con 
proteínas relacionadas con 




 Ambas proteínas están directamente relacionadas con la membrana lo cual refuerza los 
resultados de localización en membrana y unión a fosfolípidos pero, además, los dominios de 
ambas proteínas se asocian al dominio GRAM en las proteínas multidominio de animales lo que 








3. Patrón de expresión de GEM durante el ciclo vital de la planta 
Para conocer en qué momentos del desarrollo, en qué localizaciones y bajo qué 
condiciones se activa la expresión de GEM se construyeron plantas que expresan el gen reportero 
de la β-glucoronidasa (GUS) bajo el promotor de GEM (GEM2774:GUS). Para ello, se tomó como 
región promotora aquella comprendida entre los pares de bases -2774 a +44, respecto al codón 
de inicio de la traducción. La observación de la actividad de este reportero a lo largo del ciclo vital 
de la planta ha aportado mucha información que resuelve algunas dudas y, además, deja abiertas 
nuevas vías de investigación alrededor de la función de GEM en la planta. Así, hemos visto que 
GEM tiene una expresión específica de tejido y ligada a determinados momentos del desarrollo de 
la planta. 
 
3.1 Estadio vegetativo 
Desde el inicio del estadio vegetativo, que empieza con la salida de la plántula de la 
semilla, no se observa tinción del reportero GUS hasta el día 2-3, cuando observamos que la 
expresión se localiza específicamente en la raíz donde se mantiene de manera constante hasta el 
final de la vida de la planta (Fig. 35). A este nivel, distinguimos que la expresión se detecta en la 
capa de la epidermis dentro de la zona de elongación celular, por encima del meristemo radicular. 
También se da en las raíces laterales pero no en el momento que surgen sino cuando las células 
empiezan a elongar. Cuando la plántula alcanza los 8-10 días de desarrollo vemos aparecer 
tinción, por primera vez, en la parte aérea; en las células de las estípulas que empiezan a 
desarrollarse  y  en los hidatodos de las hojas verdaderas.  
 
Fig. 35 Expresión de GEM
2274
:GUS durante el desarrollo vegetativo de la planta.(a) embrión;  (b) plántula 
entera 5d; (c) yema de raíz secundaria  d10 (d) raíz lateral d10; (e) epidermis de la ráiz principal; (f) 




Para comprobar si estos cambios en la expresión suceden también a nivel de la proteína 
realizamos ensayos de Western-Blot donde separamos los tejidos de raíz, hojas y base del 
meristemo apical donde se insertan las estípulas, todo ello en plántulas de 14 días de desarrollo. 
Comprobamos que la cantidad de proteína es, como en la tinción de GUS, mayor en la raíz y que, 
a pesar de no ver expresión con el reportero en las hojas, estas también contienen cierta cantidad 
de proteína GEM. En general, concluimos que el patrón de expresión del transcrito es paralelo al 




Fig. 36 Expresión de GEM en el tejido 
de la raíz, las estípulas y las hojas de 
plantas de 14 días 
 
 
3.2 Estadio reproductivo 
Al hacer un seguimiento de la expresión en las sucesivas etapas del desarrollo de la planta 
observamos que, sorprendentemente, al llegar al estadio reproductivo se produce una nueva 
activación en la expresión del gen reportero en la flor durante la gametogénesis (Fig. 37).  
Fig. 37 Expresión de GEM
2774
:GUS durante el desarrollo floral:(h) estadio 5, primordio de estambre; (i) 
estadio 7, sacos polínicos; (j) estadio 10, estigma; (k) estadio 12, ovarios; (l) estadio 14, polen (estadios 





La expresión aparece en el estadio 5 del desarrollo floral, es decir, 5 días después del 
surgimiento del botón floral (Smyth et al. 1990), al comienzo de la gametogénesis masculina 
(Scott et al. 2004). Se localiza en un grupo de células dentro de los primordios de estambre que 
empiezan a desarrollarse. Primero, surgen los cuatro primordios que darán lugar a estambres 
largos y, luego, los otros dos que desarrollarán los estambres cortos. Al llegar el estadio 7, cada 
uno de los estambres desarrolla dos sacos polínicos (una antera) y su filamento empieza a crecer. 
En este momento, la expresión se sitúa dentro de cada saco polínico, en una capa denominada 
tapetum que rodea a los esporocitos. Esta señal desaparece después coincidiendo con la 
degeneración de la capa. En el estadio 10, cuando los pétalos han crecido hasta alcanzar la altura 
de los estambres largos, la expresión se detiene en el androceo y empieza en el gineceo.  
Observamos la expresión en las papilas del estigma hasta que la flor alcanza su madurez. En el 
estadio 12, los óvulos del gineceo también se tiñen suavemente. Finalmente, en el estadio 14, 
observamos una fuerte expresión en los granos de polen ya formados que empiezan a salir de las 
anteras en su fase dehiscente.  
Una vez se produce la fecundación de la flor, los estambres caen, el ovario elonga y 
empiezan a desarrollarse los embriones en su cavidad (Scott et al. 1998). En este momento, la flor 
tiene unas 3 semanas y observamos la activación de la expresión de GEM dentro de los sacos 
embrionarios al nivel de la capa del endospermo (Fig. 38). Durante la embriogénesis, el embrión 
crece paralelamente a la proliferación del endospermo gracias a la alimentación del tejido 
materno que les rodea (Garcia et al. 2005, Olsen 2004). Así lo observamos en las tinciones de GUS 
donde el endospermo aparece al inicio de la embriogénesis como un tejido viscoso encerrado en 
las paredes del óvulo. En este momento el embrión se encuentra en la transición entre estadio 
globular y corazón. Un paso más tarde, durante la maduración de las semillas en silicuas de 4 
semanas, el embrión alcanza su tamaño final y el endospermo ocupa el espacio de las paredes de 





Fig. 38 Expresión de 
GEM
2774
:GUS durante la 
embriogénesis y el desarrollo 
de la semilla en la silicua. (m) 
silicua de 3 semanas, sacos 
embrionarios; (n) silicua de 4 




Una vez madura la semilla, la testa empiezan a oscurecerse, lo cual nos impide seguir 
viendo la señal. Una vez se produce de la dehiscencia de la silicua, se observa que la expresión se 
mantiene en las células del endospermo que cubren internamente la testa y que no hay tinción 




Fig. 39 Expresión de 
GEM
2774
:GUS en semilla 
inmadura de una silicua de 4 
semanas y semilla madura de 




Contrastamos estos resultados de la expresión del gen reportero con los niveles de 
proteína mediante la extracción de proteína de las diferentes fases de la embriogénesis y 
maduración de la semilla: flor madura (estadio 12-14), silicua (semana 3-4), semilla seca, semilla 
embebida y, como referencia con el estadio vegetativo, plántula de 10 días. Para la imbibición 
hemos sumergido a la semilla en agua durante 48 h lo cual genera la movilización de las proteínas 
de reserva y la pérdida de dormición. Comparando las semillas en este tratamiento con las 
semillas secas concluimos que GEM no se acumula en la semilla pero que sus niveles se ven 
influenciados ligeramente por la vacuolización del endospermo en la semilla imbibida. 
Observamos que la cantidad de proteína alcanza un pico máximo en el estadio de la silicua verde 
de entre 3 y 4 semanas de desarrollo coincidiendo con lo que habíamos visto en la tinción de GUS 
siendo mayor que la cantidad en plántula entera (Fig. 40). 
 
 
 Fig. 40 Expresión de GEM en 
diferentes estadios del desarrollo: 
flor en estadio 12-14, siliqua de 3-
4 semanas, semilla seca, semilla 












4. Análisis transcriptómico de plantas gem-1 y GEMoe 
Como forma de empezar a establecer el marco funcional en el que participa GEM se 
llevaron a cabo análisis de la expresion génica, a nivel de todo el genoma, de plantas mutantes 
gem-1 y GEMoe de 10 días de desarrollo. Para ello se usaron los microarrays GeneChip 
Arabidopsis ATH1 de Affymetrix cuyas sondas representan aproximadamente 24.000 genes del 
genoma de Arabidopsis thaliana. Tras la extracción y purificación del RNA, las muestras fueron 
procesadas en el Servicio de Genómica del Centro Nacional de Biotecnología (CNB). 
Los datos resultantes de las hibridaciones fueron tratados estadísticamente aplicando un 
criterio de p-value  ≤ 0,005 (p-value es la probabilidad de que el resultado obtenido aparezca por 
azar). Así, el total de genes considerados para el análisis fue de 622 para las plantas gem-1, y  691 
para las plantas GEMoe. De éstos, se encontraron significativamente desregulados, con un cambio 
de expresión o fold change ≥ 1,8, a 57 y 76 genes, respectivamente (Tablas suplementarias 2 y 3). 
Esta cantidad de genes desregulados representa un cambio del 9,16 % y del 11 %, 
respectivamente,  del total de genes de los genes considerados. En el análisis observamos que en 
la planta deficiente de la proteína GEM los genes se desregulan, mayoritariamente, por activación 
transcripcional (44 genes de 57), mientras que en las plantas que sobreexpresan GEM ocurre al 
contrario y los genes desregulados están reprimidos en casi su mayoría  (51 genes de 76), lo que 




Fig. 41  Representación por 
sectores de los genes 
desregulados, activados (en rojo) y 
reprimidos (en verde) en los 
microarrays de plantas gem-1 y 






Sin embargo,  los genes que se activan en gem-1 no son los mismos que se reprimen en 
GEMoe lo que complica la identificación de los posibles genes diana directos de GEM y sugiere 
que GEM no actúa directamente sobre la transcripción como discutiremos más adelante. 
Contrariamente, se encuentran 17 genes que se desregulan en el mismo sentido en ambos 







4.1 Categorización por localización subcelular y función 
Para la interpretación de los datos que ofrecen los microarrays hemos realizado un 
análisis de los genes desregulados usando las anotaciones de la base de datos TAIR (The 
Arabidopsis Information Resource Database) agrupando los genes desregulados en categorías de 
localización subcelular y funcionales.  
Cuando hacemos este análisis para las categorías de localización subcelular vemos que la 
clase más representada en la planta mutante gem-1 son las proteínas asociadas a membrana. Por 
otro lado, también con un alto porcentaje de genes de membrana, la clase más representada en 
las plantas GEMoe son las proteínas asociadas al núcleo. Curiosamente, la pared celular también 
tiene una fuerte proporción de genes desregulados en ambos genotipos (Fig. 42).  
 
 
Fig. 42 Clasificación por 
localización subcelular de los 
genes desregulados en los 






La clasificación funcional de los genes desregulados señala que, en ambos genotipos, la 
mayor parte de genes desregulados son genes que responden a algún tipo de estímulo: lumínico, 
hormonal, de estrés, u otros, lo que puede indicar que GEM participe en alguna vía de 




Fig. 43  Clasificación por 
localización subcelular de 
los genes desregulados en 












4.2 Meta-análisis  
Entre los genes desregulados en los análisis transcriptómicos de las plantas gem-1 y 
GEMoe figuran algunos que pertenecen al reloj circadiano como PRR9 (PSEUDO-RESPONSE 
REGULATOR 9), componente del segundo bucle regulatorio del reloj, y varios genes cuya 
expresión está controlada por el oscilador, especialmente genes que se expresan en la fase 
subjetiva de mañana, como RVE1 (REVEILLE 1). Además, encontramos desregulados genes típicos 
de respuesta a estrés como RD20 (RESPONSE TO DEHIDRATION 20) o ANAC019 (NAC 
TRANSCRIPTION FACTOR 19) por lo que comprobamos el índice de enriquecimiento en los grupos 
funcionales de Reloj Circadiano y respuesta a ABA usando los datos de análisis transcripcionales 
globales ya publicados. 
Para el análisis de los genes regulados por el reloj usamos los datos publicados en plantas 
sobreexpresoras y mutantes del componente principal del reloj TOC1 (Legnaioli et al. 2009). Estos 
datos proceden de análisis de microarrays con los que se ha obtenido una lista de genes que se 
desregulan por el efecto de TOC1 y que definen el porcentaje que esta categoría funcional 
representa sobre el total del genoma de Arabidopsis thaliana. Comparamos estas listas con las 
lista de genes desregulados por efecto de GEM y comprobamos que los porcentajes de genes que 
responden a TOC1 están muy por encima de lo esperado al azar en las plantas mutantes y 
sobreexpresoras de GEM. Por un lado, mientras que la sobreexpresión de TOC1 (TOC1ox) genera 
una desregulación de un 2% del genoma de Arabidopsis, en la mutación de GEM casi un 10% de 
este grupo de genes están desregulados. Por otro lado, la falta de TOC1 en el mutante toc1-2 
provoca que un 1% del genoma se desregule siendo en las plantas GEMoe de cerca del 6%. El 
enriquecimiento de los genes del grupo funcional de TOC1 en estas plantas puede indicar que 
GEM cumpla algún papel en el Reloj Circadiano. Además, el patrón de genes desregulados en 
gem-1 parece acercarse más al patrón de genes que se desregulan en TOC1ox y, al contrario, en 
las plantas GEMoe se parece más al patrón de toc1-2, lo que podría significar que GEM regule  




Fig. 44 Meta-análisis de 
los genes desregulados 
en plantas gem-1 y 
GEMoe frente a los 
porcentajes de genes 
desregulados en plantas 





De la misma manera, usamos los perfiles de desregulación publicados en tres 
tratamientos diferentes de estrés abiótico (Matsui et al. 2008), concretamente, un tratamiento 
con ABA (100 µM) de dos horas, un tratamiento con NaCl (150 µM) de 10 horas, y un tratamiento 
por deshidratación de 10 horas de duración. Al comparar nuestros análisis transcripcionales con 
estos datos, observamos que las plantas gem-1 y GEMoe presentan una elevada coincidencia con 
los patrones de genes que se desregulan por estos tratamientos. Mientras que el tratamiento con 
ABA en plantas Wt provoca una desregulación de cerca del 20% del genoma, en las plantas gem-1 
y GEMoe, en condiciones normales, este grupo de genes representa cerca del 60%. Los niveles de 
enriquecimiento son similares en los otros tratamientos de estrés salino y deshidratación son 
similares, lo que podría indicar que GEM tenga una función en la respuesta a estrés abiótico 
mediada por ABA (Fig. 45) 
 
 
Fig. 45 Meta-análisis de los genes desregulados en plantas gem-1 y GEMoe frente a los 
porcentajes de genes desregulados en tratamientos de ABA, estrés salino y deshidratación  
en plantas Wt 
 














Bloque II: Implicación de  GEM 





                                                                                 Bloque II: Implicación de GEM en el reloj circadiano 
 
Los meta-análisis de los microarrays de plantas gem-1 y GEMoe han indicado que existe 
un enriquecimiento significativo, en estas plantas, de genes que están controlados de una manera 
directa o indirecta por TOC1, un componente del oscilador, principalmente inhibidor, del reloj 
circadiano (Alabadi et al. 2001, Huang et al. 2012). Los genes así regulados o genes circadianos se 
caracterizan por tener una expresión rítmica, es decir, con una ciclo de unas 24 horas incluso en 
condiciones externas de luz y/o temperatura. Además, entre los genes circadianos desregulados 
en estas plantas observamos que abundan los de expresión de mañana como PRR9. Un 25% de los 
genes de Arabidopsis tiene una expresión circadiana, lo que significa que este sistema de 
homeostasis se encarga de un buena parte de las funciones vitales de la planta (Hazen et al. 
2009). Por todo ello, analizamos en este apartado una posible implicación de GEM en el reloj 
circadiano.  
5. Regulación de los componentes del reloj circadiano por GEM 
Para estudiar la posibilidad de que GEM regule al reloj circadiano estudiamos los cambios 
de expresión en las plantas gem-1 y GEMoe de los componentes del oscilador principal del reloj 
formado por CCA1 (CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1), LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL) y TOC1 
(TIMING OF CAB EXPRESSION) (Alabadi, et al. 2001), y, también, del componente del segundo 
bucle regulatorio del reloj PRR9 (PSEUDO RESPONSE REGULATOR 9) (Nakamichi et al. 2005).  
Todos estos genes se caracterizan por mantener una férrea expresión circadiana, 
independiente de luz y temperatura, y por estar auto-regulados, a nivel principalmente 
transcripcional por otros componentes del reloj. Si GEM regulara a estos componentes, lo cual  
implicaría que ella misma forma parte del reloj, deberíamos observar cambios en la fase de 
expresión o pico de máxima expresión de estos componentes. Si, además la expresión de GEM 
fuera independiente del estímulo (luz, temperatura) externo este cambio de fase debería suceder, 
incluso, en condiciones contínuas.  
Para analizar esto llevamos a cabo experimentos de RT-PCR cuantitativa con muestras de 
plantas gem-1 y GEMoe de 10 días donde medimos los niveles de expresión de CCA1, LHY, TOC1 y 
PPR9 referidos a los de la planta silvestre. El registro de variaciones en el reloj circadiano obliga a 
hacer un muestreo en las diferentes horas del día: 0, 4, 8, 12, 14, 16 y 20 CT (Circadian Time), 




En primer lugar, analizamos los cambios de expresión en condiciones de luz variable en un 
fotoperíodo largo, es decir, de 16 horas de luz y 8 de oscuridad, en las que no observamos un 
cambio en la fase en CCA1 y LHY pero sí, en cambio, parece modificar el patrón de expresión de 
TOC1 y PRR9. Por un lado, el pico de expresión de TOC1 parece adelantarse a la fase 8 CT mientras 
que en las plantas Wt se sitúa a las 12 CT, aunque con muy poca diferencia en nuestros 
experimentos. Y por otro lado, la fase de PRR9 en las plantas GEMoe se retrasa a las 8 CT siendo  a 
las 4 CT en las plantas Wt, lo que parece coincidir con la represión detectada en los microarrays  
(Fig. 46).  
 
Fig. 46 Time-course de la expresión de los genes PRR9, CCA1, LHY y TOC1 que 
pertenecen al segundo (2) y primer (1) bucles regulatorios del reloj medida a lo largo de 
un día: 0, 4, 8, 16, 20 CT (horas) en plantas Wt (azul), gem-1 (rojo) y GEMoe (verde) 
(n=2 réplicas independientes) 
 
TOC1, también denominado PRR1, y PPR9 pertenecen a la misma familia de pseudo-
reguladores de la familia del dominio CheY- like, dominio homólogo al que posee el primitivo reloj 
de bacterias, pudiendo ser este grupo de proteínas en el que interviene GEM. 
En segundo lugar, para verificar que estas modificaciones en la expresión de TOC1 
corresponden realmente a una regulación de reloj circadiano realizamos un seguimiento temporal 
de mayor duración y en las condiciones más estrictas de luz continua. Para ello, usamos el gen 
reportero de luciferasa (LUC) bajo el promotor de TOC1 en plantas con un fondo mutante gem-1 y 
sobreexpresor GEMoe crecidas durante cinco días en condiciones de luz/oscuridad a partir del 
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cual son transplantadas a un medio con el sustrato luciferina y puestas a luz contínua durante dos 
días en un entrenamiento previo a ser analizadas. Esto nos permite hacer un ensayo más 
exhaustivo en el que se recogen datos individuales de, al menos, 12 plantas en cada medición con 
cuya media se elabora la gráfica (Fig. 47).  
 
Fig. 47 Time course de la expresión de TOC1:LUC en plantas gem-1 y GEMoe a lo 
largo de varios días en condiciones de luz continua 
 
Para la cuantificación de las emisiones de fotones producto de la reacción de la luciferasa 
usamos un contador de centelleo que nos permite registrar los cambios de expresión durante 
varios días. Este proyecto se desarrolló durante una estancia en el laboratorio dirigido por Paloma 
Mas en el IBM (Insititut de Biologia Molecular de Barcelona), actual CRAG (Centre de Reserca 
Agrogenómica). Los resultados obtenidos no indican una perturbación significativa en la fase de la 
expresión de TOC1 lo que significa que GEM no es una proteína de reloj y que las variaciones 
observadas en condiciones de luz/oscuridad pueden estar causadas por una regulación de GEM 
indirecta y dependiente de luz sobre otros reguladores del reloj circadiano. 
 
6. Regulación de GEM por reloj circadiano 
Hemos comprobado que GEM no forma parte del reloj circadiano pero la cantidad de 
genes regulados por el reloj encontrados en el análisis transcriptómico, muchos de los cuales 
corresponden a genes expresados en las primeras horas de la mañana, nos plantea la posibilidad 
de una regulación circadiana del propio transcrito de GEM. Para analizar esta posibilidad, 
estudiamos los motivos de unión relacionados con el reloj que se pueden encontrar en el 
promotor de GEM. Sorprendentemente, encontramos dos cajas de unión de CCA1 o CBS (CCA1 
BINDING SITE) en posiciones muy cercanas entre ellas, ambas a una distancia de unos 1500 pares 






La frecuencia de aparición de este motivo en genes regulados por el reloj circadiano es, de 
alrededor, el 10% siendo algo más frecuente en genes que se expresan en las primeras horas del 
día (Covington et al. 2008). 
. 
 
Fig. 48 (A) promotor de GEM y sitios CBS; (B) Tabla de los sitios de CBS 
 
Analizamos la expresión de GEM por RT-qPCR bajo condiciones normales en un 
fotoperíodo de día largo (16L/8D) y observamos que el transcrito presenta un pico de expresión 
máxima en la hora 4 CT siendo el mínimo cuatro horas antes, en la transición de la oscuridad a la 
luz, cuando CCA1 tiene su máxima expresión por lo que pensamos que CCA1 pueda estar 
controlando de manera inhibitoria la expresión de GEM en este punto (Fig. 49).  
 
 
Fig. 49 Time course de la 
expresión del transcrito de 
GEM durante un ciclo de día 





Para averiguar si el patrón de expresión diurno de GEM es dependiente de luz y si este 
punto de mínima expresión es debido a la inhibición por CCA1 analizamos los niveles de transcrito  
GEM en condiciones de luz continua de plantas silvestres y plantas sobreexpresoras de CCA1 
CCA1ox (Col-0) y mutante de CCA1 y LHY, cca1 lhy rnai (Ws-2). Para ello, crecemos estas plantas 
durante ocho días y tras un entrenamiento previo de dos días en luz continua realizamos las 
mediciones del transcrito a lo largo de 24 horas (Fig. 50).  
 
Fig. 50 Time course de la 
expresión del transcrito de GEM 
durante un ciclo circadiano en 
condiciones de luz continua en 
plantas Col-0, CCA1ox (Col-0), 








Observamos que en condiciones de luz continua el patrón de expresión de GEM en 
plantas silvestres sigue manteniendo una ritmicidad aunque se modifica el patrón respecto a los 
niveles vistos en condiciones de luz/oscuridad apareciendo un nuevo pico de expresión máxima a 
las 16 CT. Además, la fase de expresión de GEM no cambia en las horas en las que CCA1 se 
expresa (0 CT) por lo que concluimos que esta ritmicidad no es dependiente de CCA1 y que, por lo 
tanto, los sitios CBS del promotor de GEM no son funcionales o, al menos, en un contexto 
circadiano. Por otro lado, las plantas mutantes cca1lhy tienen un desfase en la expresión de GEM 
a la hora 20 CT lo cual debe obedecer a otro tipo de desregulación independiente de reloj que 
desconocemos (Fig. 50). Coherentemente, los resultados de expresión de GEM en condiciones de 
luz continua en plantas Wt son similares a los recogidos en la base de datos de experimentos de 
expresión transcripcional  PHASER (http://phaser.cgrb.oregonstate.edu/). 
 
Finalmente, estudiamos una posible regulación post-transcripcional analizando los niveles 
de proteína en estas mismas condiciones de luz continua en plantas sobreexpresoras CCA1ox y 
mutantes cca1lhy (Fig. 5). A este nivel, no observamos cambios significativos de GEM, una vez 
cuantificadas las bandas de proteína mediante densitometría (BioRad), a lo largo de 24 horas en 
las plantas silvestres. Tampoco observamos cambios en los niveles de GEM provocados por la 
falta o abundancia de CCA1 por lo que concluimos que no existe una regulación post-traduccional 
ligada a CCA1. 
 
 
Fig. 51 Time course de la 
expresión de GEM proteína 
durante un ciclo circadiano 
en condiciones de luz 
continua en plantas Col-0, 
CCA1ox (Col-0), Ws-2 y  





7. Floración dependiente de fotoperíodo   
El reloj circadiano es un sistema de homeostasis que controla funciones tan importantes 
como la floración. Hemos comprobado que GEM no regula directamente al reloj circadiano 
aunque los análisis transcripcionales de las plantas gem-1 y GEMoe presentan un alto porcentaje 
de genes que son regulados de manera circadiana, sobre todo genes de la fase de mañana. Aparte 
de estos genes también se encuentran desregulados otros que participan en el desarrollo de la 




estudiado, CO (CONSTANS) cuya regulación ocurre a través de FKF (KELCH REPEAT F-BOX 1),  GI 
(GIGANTEA) y CDF1 (CYCLING DOF FACTOR 1) (Sawa et al. 2007).  
 
7.1 Regulación de genes de floración por GEM 
Para comprobar el efecto de la desregulación de GEM sobre la expresión de CO 
analizamos el patrón de expresión diurno en fotoperiodo de día largo en las plantas gem-1 y 
GEMoe, comparadas con plantas silvestres, por RT-PCR. Observamos que los niveles de transcrito 
de CO varían siendo menores en la hora 12 CT en las plantas GEMoe y mayores en la hora 20 CT 
en las plantas gem-1, lo que indicaría una represión de GEM sobre este regulador de la floración 
(Fig. 52) 
 
Fig. 52 Time course de un día de la 
expresión de CO bajo fotoperiodo 




Con la intención de estudiar si la respuesta de CO en las plantas gem-1 y GEMoe varía 
según el fotoperiodo utilizado realizamos experimentos en tres fotoperiodos distintos: día largo 
(16L/8D), día intermedio (12l/12D) y día corto (8L/16D). A lo largo de estos fotoperiodos 
cuantificamos las variaciones en  la expresión de CO y de los genes responsables de su regulación, 
KFK1 y CDF1, mediante RT-PCR cuantitativa (Fig. 53).   
 
 
Fig. 53 Time course de la expresión de los genes FKF1, CDF1 y CO a lo largo de un día (0, 4, 8, 16, 
20 CT) en plantas Wt (azul), gem-1 (rojo) y GEMoe (verde) en tres fotoperíodos (día largo, día 




Los resultados indican que GEM influye en la expresión de CO y, también, en la de sus 
reguladores.  Así, afecta a CDF1, que es el represor directo de la transcripción de CO, pero 
también a FKF1, cuya proteína acumulada se une a GI para reprimir la expresión de CDF1 (Fig. 53). 
Como habíamos visto por RT-PCR, los niveles de transcrito CO en fotoperiodo de día largo se 
reprimen en el pico 12 CT en las plantas GEMoe recuperándose sus niveles en el siguiente pico, a 
las 20 CT del día, lo que no se asocia con un mayor nivel de expresión del represor CDF1 en estas 
plantas. De manera más clara, en el fotoperiodo intermedio la sobreexpresión de GEM provoca 
una disminución de la expresión de FKF1 a las 8 CT y, tal vez, como consecuencia, la expresión de 
CDF1, que se reprimiría por la unión del complejo FKF1-GI a su promotor, sufre un aumento. Este 
aumento de CDF1 en las plantas GEMoe si puede verse asociado, en este fotoperiodo, a una 
mayor represión de la expresión de CO. Por otro lado, en las condiciones de fotoperiodo corto, en 
las que esta ruta de floración no es activa, no se observan cambios significativos en estos 
transcritos por lo que concluimos que GEM regula, de alguna manera, la floración dependiente de 
fotoperiodo.  
 
7.2 Fenotipo de floración de las plantas gem-1 y GEMoe   
El desarrollo floral se puede determinar mediante dos medidas: el tiempo de floración, 
definido como el número de días desde la germinación hasta el momento de la floración, y el 
número de hojas de la roseta en dicho momento. Se establece como momento de floración el día 
en que el tallo floral alcanza un centímetro de altura. Ambas medidas pertenecen a una misma 
variable determinada por el ecotipo y por el ambiente que provoca que la transición de la fase 
vegetativa a la fase reproductiva sea lenta, caracterizada por tiempos largos de floración y alto 
número de hojas en la roseta (late flowering), o rápida caracterizada por tiempos cortos de 
floración y bajo número de hojas en la roseta (early flowering) (Koornneef et al. 1998).  
 
Para estudiar cómo afectan las variaciones en la expresión de los reguladores de la 
floración (FKF1, CDF1 y CO) observados en las plantas gem-1 y GEMoe al desarrollo floral 
cuantificamos el tiempo de floración y el número de hojas en la roseta bajo los tres fotoperíodos 
analizados en los experimentos de expresión transcripcional (día largo, día intermedio y día corto) 
(Tabla 5). Observamos que las plantas gem-1 presentan un tiempo de floración algo menor en los 
tres fotoperiodos pero que los cambios en el nº de hojas no es significativo, lo que indica que el 
ritmo de crecimiento de estas plantas es mayor pero que no existe una activación real de la 




Por otra parte, en las plantas GEMoe, tanto el tiempo de floración como el número de 
hojas de la roseta es significativamente mayor en el fotoperiodo intermedio, lo cual corresponde 
con la represión vista en la expresión del transcrito de CO en los experimentos de RT-PCR 
cuantitativa. Curiosamente,  en fotoperiodo de día largo no se observan cambios significativos del 
fenotipo de floración como se esperaría de la disminución de los niveles de CO observados por RT-
PCR y RT-PCRq, lo que significa que el efecto de estos cambios transcripcionales es contrarrestado 
de alguna manera.  
 
 Día largo (16L/8D) Día intermedio (12L/12D) Día corto (8L/16D) 
 Tiempo de 
floración 
Nº de hojas 
de la roseta 
Tiempo de 
floración 
Nº de hojas 
de la roseta 
Tiempo de 
floración 
Nº de hojas 
de la roseta 
Wt 27±2,0 10,3 ± 1 41±4,2 16,41 ± 3,1 76±2,5  46,8 ± 1,3 
gem-1 25±1,8 9,3 ± 0,9    39±3,3 19,5 ± 3,2 68±2,8 48,2 ± 1,8 
GEMoe 27±3,8 10,6 ± 0,9 49±5,2 25,9± 7,3 66±4,3 47,7 ± 2,5 
Tabla 5. Tiempo de floración y nº de hojas de la roseta en plantas Wt, gem-1 y GEMoe en tres 
fotoperíodos (día largo, día intermedio y día corto). Media y desviaciónde una población de 36 
plantas por genotipo. 
 
Concluimos de estos experimentos que la transición floral, bajo fotoperiodo de día 
intermedio, está afectada por GEM a nivel transcripcional a través de sus reguladores. 
 
 
Bloque III: Implicación de GEM 







                                                                       Bloque III: Implicación de GEM en la señalización por ABA   
 
Dado que los meta-análisis o análisis comparativos de los genes desregulados en los 
microarrays de plantas gem-1 y GEMoe mostraban un enriquecimiento significativo en genes de 
repuesta a ABA y estrés,  analizamos la posible implicación de GEM en la función de respuesta a 
ABA o señalización mediada por ABA. Además, sabemos que un homólogo de la familia GER 
(ABA45), en la planta de la cebada, tiene una función vinculada a la señalización del ABA (Liu et al. 
1999, Finkelstein et al. 2002) y, por lo tanto, GEM podría tener funciones similares.  
 
8. Resultados del análisis transcriptómico de plantas gem-1 y GEMoe   
Partiendo de las listas de genes desregulados generados en los microarrays de plantas 
gem-1 y GEMoe de 10 días crecidas en condiciones normales (Tablas suplementarias 2 y 3) 
clasificamos aquellos genes que responden a ABA en genes activados o reprimidos por ABA (Fig. 
54 A). Para ello, usamos los datos publicados del transcriptoma de ABA de plantas silvestres 
tratadas con ABA (100µM)(Matsui et al. 2008) en los que se observa que un 10% de genes de 
Arabidopsis se activan por ABA y otro 10% se inhibe (Fig. 54 A). Comprobamos que el fuerte 
enriquecimiento de genes que se inducen por ABA en las plantas gem-1 corresponde 
principalmente a genes que se activan por la acción de la hormona (60%) (Fig. 54 A). Así, de los 36 
genes de respuesta a ABA desregulados en estas plantas una mayoría (22 genes) son genes 
activados por ABA y activados en  gem-1, lo que llevaría a pensar que GEM se comporte como una 
regulador negativo de los genes activados por ABA (Fig. 54 B). En cambio, en el transcriptoma de 
las plantas GEMoe de los 55 genes que se encuentran desregulados, una parte son genes 
activados por ABA (34%) y otra, genes inhibidos por ABA (27%) (Fig. 54 A). 
 
Fig. 54 (A) Enriquecimiento en genes activados y reprimidos por ABA (Matsui et 
al.,2008) en plantas gem-1 y GEMoe (B) Diagrama de coincidencias y tabla de nº de 






En este caso, 9 genes activados por ABA son reprimidos en GEMoe, lo que coincidiría con 
lo concluido en las plantas gem-1 acerca de una posible regulación negativa de GEM en la 
respuesta a ABA. Sin embargo, aparecen 14 genes que se reprimen por ABA y, también en plantas 
GEMoe y, a su vez, 10 genes activados por ABA son activados en estas plantas (Fig. 54 B), lo que 
puede estar señalando un efecto secundario de la sobreexpresión de GEM sobre algunos de estos 
genes. Según estos datos, GEM podría actuar como un represor de la señalización de ABA para un 
determinado grupo de genes. 
Entre los genes conocidos afectados en la planta mutante gem-1 encontramos un 
receptor (PYL5) que pertenece a la principal familia de receptores de ABA recientemente descrita 
y que participa en resistencia a sequía (Santiago et al. 2009) y algunas kinasas asociadas a la 
cascada de fosforilacion que se produce en la señalización celular de ABA o estrés (MAPKKK19 y 
CML38), proteínas que participan en la hidrólisis (PLA2α) y oxidación (LOX 3 y LOX4) de ácidos 
grasos de la membrana en la biosíntesis de fosfolípidos y oxilipinas (Creelman y Mulpuri, 2002), 
compuestos que juegan un papel importante como segundos mensajeros y en la biosíntesis de 
jasmonatos, respectivamente, en la respuesta a estrés biótico y abiótico (Tabla 6). Encontramos 
también dos factores de transcripción: un miembro de la superfamilia WRKY (WRKY38) que se ha 
descrito como un regulador negativo de la inmunidad de plantas a través de su interacción con 
deacetilasas (Kim et al. 2008), y otro (AT4G32800), que pertenece al tipo de los factores de 
transcripción DREB de la familia ERF/AP2 (ERE BINDING FACTOR/ APETALA 2), conocida por su 
participación en respuesta a estrés abiótico (Saibo et al. 2009).  
 
Tabla 6: Selección de genes conocidos y desregulados en plantas gem-1 y GEMoe(*genes validados por 
RT-qPCR) 
gem-1 GEMoe 
AGI Descripción FC≥1,8 AGI Descripción FC≤1,8 
AT2G26560 PLA2α 2,34 AT5G45130 RAB5A 2,01 
AT4G32800  DREB TF   2,13 AT5G59310  LTP4 -4,23 
AT1G17420  LOX3 2,07 AT2G33380 RD20* -3,38 
AT1G72520 LOX4 2,02 AT1G52890  ANAC019 -2,37 
AT5G67080 MAPKKK19 1,99 AT2G18050 H1-3  -2,17 
AT1G76650 CML38 1,94 AT5G59320  LTP3* -2,09 
AT5G22570 WRKY38 1,87 AT5G17300 RVE1 -1,97 
AT5G05440 PYL5 1,85 AT5G17860  CAX7 -1,93 
    AT1G69490 ANAC029 -1,92 
   AT2G17040 ANAC036 -1,84 
 
Por otro lado, la sobreexpresión de GEM provoca una desregulación en la expresión de 
algunas proteínas transmembrana como una proteína homóloga a la proteína GTPasa RAB 
(RAB5A) o una proteína transportadora dependiente de Ca
+2





relacionadas con patogénesis como las de tipo LIPID TRANFER PROTEINS (LTP3 y LTP4) de las que 
se sabe transportan fosfolípidos y otros ácidos grasos entre diferentes membranas celulares 
(Kader 1990), de una proteína lipo-oxigenasa (RD20) cuya expresión se induce fuertemente por 
ABA y estrés que afecta a la germinación y a la resistencia a sequía (Aubert et al. 2011, Aubert et 
al. 2010) (Tabla 6). También aparecen desregulados tres factores de transcripción de tipo NAC 
(NAM, ATAF and CUC) (ANAC019, ANAC029 y ANAC036) los cuales funcionan como llaves de la 
regulación por ABA en diferentes procesos de estrés  (Hu et al. 2006, Jensen et al. 2010, Kato et 
al. 2010), un factor de transcripción de tipo MYB-LIKE (RVE1) que controla la biosíntesis de auxina 
de manera dependiente del ciclo circadiano (Rawat et al. 2009) y una histona poco conocida cuya 
expresión es fuertemente inducida por ABA y deshidratación (H1-3) (Ascenzi and Gantt 1997). 
 
9. Expresión de genes de respuesta a ABA en plantas gem-1 y GEMoe  
 A la vista de los datos de los microarrays de plantas gem-1 y GEM decidimos validar 
algunos de estos genes mediante RT-qPCR. Para ello, se preparó RNA de plántulas de 10 días de 
los genotipos de estudio y su respectivo control silvestre (gem-1, GEMoe, Wt) y de genotipos 
mutantes en señalización por ABA como control del experimento (abi1-1 y abi5-1). La mutación 
abi-1 afecta a una de las principales fosfatasas PP2C en su dominio de unión al receptor de ABA 
por lo que el mutante adquiere un fenotipo insensible al ABA y la cadena de señalización 
permanece permanentemente activada porque el dominio catalítico fosfatasa que inhibe a las 
kinasas SnRK2s no está afectado.  Por otro lado, la mutación abi5-1 afecta a uno de los principales 
factores de transcripción en la señalización de ABA a través de los ABA RESPONSIVE ELEMENTS 
(ABRE) y provoca, también, un fenotipo mutante insensible al ABA y con una baja respuesta 
génica al ABA. Las muestras se recogieron entre 4- 6 horas después del inicio de la luz para evitar 
los cambios de expresión diurnos y circadianos. Por último,  aplicamos dos tipos de tratamientos a 
las plantas, uno en condiciones normales de crecimiento (16L/8D, 22˚) y otro, en estas mismas 
condiciones, con un tratamiento previo de dos horas con ABA 100 µM para detectar las 
diferencias de respuesta a ABA en el fondo mutante y sobreexpresor de GEM.  
 Medimos las diferencias de expresión en dos genes que aparecían desregulados en los 
microarrays, LTP3 y RD20, los cuales corresponden con una proteína transportadora de 
fosfolípidos y ácidos grasos relacionada con funciones de señalización celular (Kader 1990) y una 
lipo-oxigenasa que participa en procesos de movilización de proteínas de reserva durante la 
germinación (Aubert, et al. 2011), lo que relacionaría los cambios de expresión con lo descrito 
acerca del dominio GRAM en su participación en procesos de membrana (Doerks et al. 2000 





Así, comprobamos que LTP3 y RD20 se encuentran reprimidos en las plantas GEMoe en 
condiciones normales y que LTP3, al contrario, se encuentran activado en las plantas gem-1, lo 
que confirma los datos generados por los microarrays (Fig. 55). Sin embargo, comparando los 
niveles basales del transcrito con los niveles tras el tratamiento con ABA observamos que, tras la 
aplicación de ABA, en la planta gem-1 estos genes no se activan como en el control y sí, en 
GEMoe, lo que significaría que GEM, de alguna manera, activa la señalización mediada por ABA a 
estos genes. En estas inducciones las plantas mutantes gem-1 se comportan como las plantas 
mutantes abi5-1 que parecen tener reducida, aunque no bloqueada, como en  los mutantes abi1-
1,  la inducción de estos genes.  
 
Fig. 55 Cambios de expresión medidos por RT-PCRq de los niveles de LTP3 y RD20 en plantas 
Wt, gem-1, GEMoe, abi1-1 y abi5-1 bajo condiciones de no inducción (- ABA) y de inducción 
por ABA (+ABA) (n=2 réplicas independientes). 
 
 Uno de los marcadores más conocidos en la respuesta a ABA es RD29A (RESPONSIVE TO 
DESSICATION 29) cuya función se desconoce pero cuya expresión está bien caracterizada y se 
sabe que se activa fuertemente tras tratamientos de ABA, estrés por sequía y frío (Yamaguchi-
Shinozaki and Shinozaki 1994). Para comprobar el efecto de GEM sobre este marcador, hemos 




Fig. 56 Cambios de expresión 
medidos por RT-qPCR de los 
niveles de RD29A en plantas Wt, 
gem-1, GEMoe, abi1-1 y abi5-1 
bajo condiciones de no inducción 
(- ABA) y de inducción por ABA 











 Observamos que, en condiciones normales, GEMoe tienen mayores niveles de este 
transcrito que la planta silvestre pero, en condiciones de inducción por ABA, las plantas GEMoe 
presentan una inducción disminuida respecto a la esperada que se acerca al comportamiento de 
insensibilidad de las plantas mutantes abi1-1 y abi5-1 (Fig. 56). Al contrario ocurre en las plantas 
gem-1 cuya inducción de este marcador de estrés es mayor, lo que significa que, a diferencia de lo 
que hemos visto para LTP3 y RD20, GEM actúa como un regulador negativo sobre la señalización 
mediada por ABA a RD29A. 
Para conocer cómo afecta GEM a la regulación de elementos de la cadena de señalización 
analizamos los cambios de expresión en plantas gem-1 y GEMoe de dos componentes: ABI1 y 
ABAR/CHLH/GUN5. ABI1 es una de las principales protein fosfatasas PP2C que inhibe, en 
condiciones normales, la transducción de la señal a las kinasas SnRKs de la cadena de señalización 
y es, a su vez, un gen de respuesta a ABA (Koornneef et al. 1984, Leung et al. 1994). ABAR es una 
chelatasa que participa en señalización entre cloroplasto y núcleo en respuesta a ABA y estrés 
(Shen et al, 2006), y cuyo papel como receptor de ABA ha sido discutido en varias publicaciones 
(Zhang et al, 2002, Muller and Hansson, 2009). Además, ha sido descrito un bucle regulatorio 
entre ABAR y TOC1, del oscilador del reloj circadiano con implicación en la respuesta a sequía 
(Legnaioli et al. 2009), lo que podría ayudarnos a entender la desregulación asociada a las plantas 
gem-1 y GEMoe en ambos grupos funcionales, el reloj circadiano y la respuesta a ABA.  
En primer lugar, observamos en los experimentos que, como ocurría para el gen RD29, la 
falta de la proteína en gem-1 es favorable a la expresión de ABI1 aunque no observamos una 
disminución en las plantas GEMoe (Fig. 57).   
 
Fig. 57 Cambios de expresión medidos por RT-qPCR de los niveles de ABI1 y 
ABAR en plantas Wt, gem-1, GEMoe, abi1-1 y abi5-1 bajo condiciones de no 









En segundo lugar, vemos que los niveles de inducción del transcrito de ABAR son bastante 
débiles en este tratamiento de ABA (Fig. 57) pero que, en condiciones no inductivas, este gen está 
más activo en las plantas GEMoe y al contrario en gem-1. Al estudiar su expresión tras el 
tratamiento de ABA observamos que los niveles de transcrito cambian, encontrando un bloqueo 
de la inducción en las plantas GEMoe y, al contrario, en las plantas gem-1 en las que los niveles de 
ABAR aumentan de manera similar a lo que ocurre en los mutantes insensibles abi1-1 y abi5-1. 
Esto indica que GEM es un regulador negativo de la señalización de ABA a este gen y que, por lo 
tanto, ABAR puede ser la conexión entre reloj circadiano y respuesta a ABA de GEM.  
 
10.  Fenotipo de las plantas gem-1 y GEMoe en la señalización por ABA 
 Dado que las plantas gem-1 y GEMoe sufren una desregulación en la señalización de ABA, 
esta disfunción debe causar algún defecto relacionado con las funciones que el ABA desempeña 
en la planta: maduración de la semilla, dormición, germinación, crecimiento, resistencia a estrés,  
floración, entre otras. Para analizarlo, realizamos una observación del fenotipo relacionado con 
estas funciones en nuestras plantas en las que, en general, ya habíamos observado con 
anterioridad mayores portes finales de la plantas GEMoe, tallos más gruesos y pigmentación más 
verde, al contrario de lo que veíamos en las plantas gem-1 que presentaban, además, problemas 
de germinación en las semillas almacenadas. Para un estudio más profundo de este fenotipo 
asociado a las funciones del ABA realizamos ensayos de germinación, elongación de raíz y 
resistencia a sequía o supervivencia.  
 
10.1 Ensayos de dormición de la semilla 
En primer lugar, hemos analizado los cambios en la germinación provocados por un 
defecto en la dormición de la semilla. La dormición de la semilla está directamente regulada por 
ABA cuya concentración aumenta en este estadio provocando un estado quiescente que permite 
al embrión sobrevivir a ambientes no propicios para la germinación (Finkelstein et al. 2002). La 
dormición en Arabidopsis  thaliana (Col-0) tiene una duración de entre 3 y 4 días desde que la 
semilla sale de la silicua dehiscente y va desapareciendo gradualmente si no hay un factor externo 
que la elimine como el frío. Hemos analizado la dormición de las semillas gem-1 y GEMoe 
cuantificando su nivel de germinación en placa a lo largo de 9 días con respecto a la de las plantas 









Observamos que, mientras que las semillas Wt alcanzan un máximo de germinación de 
alrededor del 80% en el día 9, sólo un 65% de las semillas mutantes gem-1 germinan en este 
tiempo. Al contrario, las semillas GEMoe superan el ratio de germinación de las semillas silvestres 
alcanzando cerca de un 95% de germinación en el día 9, lo que indica que GEM promueve la  
salida de la dormición de la semilla, una función controlada por el balance de ABA/GA (Fig. 58 B). 
Fig. 58 (A) Germinación en placa de semillas Wt, gem-1 y GEMoe a día 5; (B) Niveles 
de germinación de semillas recién recolectadas Wt, gem-1 y GEMoe a lo largo de 9 
días desde la siembra en placa; (C) Niveles de cotiledón verde de plántulas  Wt, gem-1 
y GEMoe a lo largo de 9 días desde la siembra (sin estratificación) (n=2 réplicas 
independientes) 
 
El cotiledón verde es el estado de desarrollo del embrión en el que los cotiledones empiezan a ser 
fotosintéticamente activos y supone una superación del estadio de semilla al vegetativo. Bajo este 
parámetro las plantas Wt, gem-1 y GEMoe siguen el mismo patrón que la germinación de las 
semillas, lo que indica que las semillas que salen de la dormición tienen un desarrollo normal (Fig. 
58 C).   
 
 El proceso de estratificación, que consiste en un tratamiento de frío (4˚C) y oscuridad, 
elimina la dormición en las semillas de Arabidopsis thaliana (Col-0). Tras este tratamiento, 
durante 24 y 48 horas, pudimos observar que a 3 días desde la siembra (d.a.s) en placa las 
diferencias en los niveles de germinación observados sin tratamiento desaparecen con el 






GEMoe siguen siendo algo mayores, lo que indica que la sobreexpresión aumenta la eficiencia de 




Fig. 59 Niveles de germinación a 3 d.a.s 
de las semillas Wt, gem-1 y GEMoe en 0, 
24 y 48 horas de tratamiento de 






10.2 Ensayos de geminación en ABA, NaCl y PAC 
Hemos visto en los ensayos anteriores que GEM reduce la dormición de la semilla. Esto 
puede deberse a que GEM intervenga en la sensibilidad al ABA en el estadio de la semilla. Para 
comprobar esta hipótesis realizamos dos ensayos con distintos tratamientos: ABA, que permite 
apreciar cambios en la sensibilidad a la hormona y NaCl, que puede mostrar los cambios en 
sensibilidad a estrés salino. Como control usamos semillas del mutante de la PP2C ABI1 (abi1-2) y 
del mutante del factor de transcripción ABI5 (abi5-1), ambos insensibles al ABA. Para el 
tratamiento con ABA usamos diferentes concentraciones para poder distinguir fenotipos desde 
hipersensibilidad, en concentración de 0,1 µM de ABA, hasta resistencia, en concentración de 10 
µM de ABA (Fig. 60). 
 
Fig. 60 Niveles de germinación de las semillas Wt, gem-1, GEMoe, abi1-2 y abi5-1 en 
tratamientos con ABA y NaCl a diferentes concentraciones. Los niveles de germinación 






Observamos que las semillas gem-1 y GEMoe sembradas en placa con una mínima concentración 
de ABA (0,1 µM) muestran una diferencia en los porcentajes de germinación; las semillas 
mutantes germinan en menor número y, contrariamente, las semillas GEMoe parecen insensibles 
a esta concentración, como el mutante abi1-2. A una concentración mayor, de 10  µM de ABA, las 
semillas GEMoe presentan una fenotipo de resistencia a ABA, como las semillas control abi5-1 y, 
curiosamente, la semilla mutante gem-1 también empieza a germinar por encima de la silvestre 
(Fig. 60). Así mismo, el tratamiento de estrés por NaCl reproduce el fenotipo de ABA en la 
germinación de las semillas gem-1 y GEMoe observándose una fuerte resistencia de las semillas 
GEMoe a 100- 150 µM de NaCl similar a las semillas abi5-1 (Fig.60).  
 
  Para descartar que, en el balance ABA/GA, sean los niveles de GA en las semillas gem-1 y 
GEMoe los que provoquen este fenotipo de germinación realizamos un tratamiento con 
paclobutrazol (PAC), un inhibidor de la síntesis de las giberelinas. Usamos como control semillas 
del mutante jar1-1, resistente a PAC (Fig. 61). 
 
 
Fig. 61 Niveles de germinación de las 
semillas Wt, gem-1, GEMoe y jar1-1 
en tratamiento con PAC a diferentes 
concentraciones. Los niveles de 









Así, observamos que el fenotipo persiste a pesar de haber inhibido los niveles de GA siendo la 
germinación menor en las semillas gem-1 y mayor en las GEMoe a bajas concentraciones de PAC 
(0,1 µM). Este tratamiento con PAC, también revela una fuerte resistencia de las semillas GEMoe 
que a concentración 1 µM en los que tiene un porcentaje de germinación parecido al mutante 
jar1-1.  
 
10.3 Crecimiento radicular 
El ABA es un inhibidor del crecimiento radicular (Finkelstein et al. 2002), además, 
sabemos que la expresión de GEM en la plántula se localiza principalmente en esta zona por lo 
que analizamos la posible regulación de GEM en la respuesta a ABA en este tejido. Para ello, 






durante su crecimiento en placa vertical suplementada con distintas concentraciones de ABA y 
cuantificamos estas diferencias respecto al crecimiento de cada genotipo sin ABA.  
Comprobamos que las raíces de las plantas gem-1 son más cortas (40%) que las raíces de 
las plántulas silvestres y GEMoe que se mantienen en valores parecidos (cerca del 60%) a 
concentraciones de 10 µM de ABA (Fig. 62). Por otra parte, a 50 µM de ABA, concentración a que 
las raíces Wt frenan su crecimiento en un 30% de la longitud control,  las raíces de las plántulas 
GEMoe siguen creciendo hasta un 37% de su longitud sin ABA, lo cual nos vuelve a indicar que 
GEM está reprimiendo la sensibilidad de las plantas a ABA.  
 
Fig. 62 (A) Niveles de elongación radicular de plántulas Wt, gem-1, GEMoe en 
tratamiento con ABA a diferentes concentraciones; (B) Raíces de plántulas Wt, 




10.4 Supervivencia a sequía 
La supervivencia a la sequía es otra función regulada por que controla el cierre estomático 
y la respuesta génica necesaria ABA (Leung and Giraudat 1998, Rock 2000, Shinozaki and 
Yamaguchi-Shinozaki 2000). Así, las plantas insensibles a ABA o deficientes suelen tener una 
menor probabilidad de sobrevivir a un estrés por sequía debido a una falta de control en estas 
dos respuestas. Para conocer cómo afecta la falta o sobreexpresión de la proteína GEM a la 
superación de este tipo de estrés sometimos a plantas de 25 días de crecimiento en maceta a un 
período de sequía de 10 días hasta la aparición de síntomas de clorosis, momento que las plantas 









Observamos que las plantas mutantes gem-1 tienen un nivel menor de supervivencia 




Fig. 63 Supervivencia a sequía de 
plantas Wt, gem-1, GEMoe después de 
24 h de rehidratación.  
 
 
Además, este fenotipo suele acompañarse de un adelantamiento en el tiempo de la 
floración de las plantas gem-1 en estas condiciones de deshidratación, lo que relacionamos con 
las variaciones en los reguladores de floración vistas anteriormente. 
 
11. Estudio de la regulación de GEM por ABA 
Dada la participación de GEM en la señalización por ABA y que existen numerosos 
ejemplos de componentes del sistema de señalización que, a su vez, están regulados por ABA 
estudiamos esta posibilidad.  
11. 1 Estudio in silico de la regulación de GEM y otros GER genes por ABA 
A través de una búsqueda en datos publicados de genes de respuesta a ABA y diferentes 
tipos de estrés encontramos varios estudios transcripcionales a nivel genómico en los que se 
describe que GEM o alguno de los miembros de la familia GER se activan por este tipo de 
tratamientos. En uno de ellos, donde se analizan los cambios de expresión provocados por 
tratamientos de ABA, estrés por frío, sequía y NaCl (Matsui, et al. 2008) observamos que la 
expresión de GEM se encuentra inducida al menos dos veces en varios de estos tratamientos. 
Sorprendentemente, además de GEM encontramos a otros seis miembros de la subfamilia GER: 
GER1, GER4, GER5, GER6, GER7 Y GER8 (Tabla 7). 
 
Tabla 7. Genes GER inducidos por ABA, frío, sequía 







 Según esta información los genes GER podrían pertenecer a ese 10% de genes cuya 
transcripción se activa por ABA. Otro trabajo independiente a éste, también a nivel genómico, 
señala que GEM se induce 2,85 veces tras un tratamiento de estrés hídrico donde además se 
muestra que la inducción se ve interrumpida en las plantas mutantes siz1-3 (Catala et al. 2007). 
SIZ1 es una enzima que incorpora un grupo SUMO, parecido a la ubiquitina, reprimiendo la 
actividad de otras proteínas, entre ellas, varias de la señalización por ABA. En un tercer trabajo, 
encontramos fuertemente inducido a GER5 (>4X) en un tratamiento con ABA y esta inducción se 
interrumpe en la planta mutante de la PP2C, abi1-1 (Hoth et al. 2002). En todos los casos se 
trataba de inducciones muy tempranas, de entre 1 y 2 horas de tratamiento, lo que sugiere que 
GEM y GER5 pudieran ser dianas directas de la regulación por ABA. 
Los genes que responden a ABA contienen en sus promotores secuencias descritas como 
ABRE (ABA RESPONSIVE ELEMENT) o parecidas, ABRE-like (Choi et al. 2000, Hattori et al. 2002), 
elementos regulatorios que pertenecen a la familia de los G-box con un núcleo basado en la 
secuencia ACGT. Además se pueden encontrar elementos asociados CE (COUPLING ELEMENTS) 
como el denominado DRE/CRT (DEHIDRATATION RESPONSIVE ELEMENT) que se encuentra 
frecuentemente en promotores de genes que responden a estrés por sequía y estrés por frío 
(Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki 1994, Zhang et al. 2005). Mediante un análisis in silico 
identificamos estos elementos regulatorios en cis en el grupo de promotores de los genes GER. 
Observamos que varios de los promotores contienen secuencias relacionadas con la respuesta a 
ABA o estrés aunque no es común a todos los miembros puesto que GER2, GER3 y GER8 no las 










Tabla 8: Elementos en cis relacionados con la regulación por ABA encontrados en los 
promotores de los genes GER 
 
Mediante construcciones de promotores se han descrito los requisitos mínimos de un 
promotor inducible por ABA, el cual debe contener al menos dos copias de la secuencia ABRE, o 
como mínimo una copia y un elemento complementario (CE) como un motivo DRE/CRT (Skriver et 
al. 1991, Zhang, et al. 2005). El promotor de GEM reúne estas características de secuencia para la 
regulación transcripcional mediada por ABA aunque la localización de estos motivos es inusual ya 



















ABRE 2 0 0 0 2 0 0 0 0 
ABRE-like 5 1 0 0 2 2 1 0 0 






Fig. 64 (A) secuencia del promotor de GEM, (B) posiciones que ocupan en el promotor 
los motivos ABRE y DREB/CRT, (C) descripción de los motivos de unión 
 
 
11.2 Estudio de la inducción de GEM en plantas GEM
2774
:GUS 
Para comprobar las predicciones que hemos hecho in silico usamos las plantas 
GEM
2774
:GUS cuyo promotor tiene una longitud de 2774 pares de bases que incluye las posiciones 
de las dos cajas ABRE y de la caja DRE/CRT. Para ello, crecemos estas plantas en placa durante 
unos 6 días, momento en que las transplantamos cuidadosamente a una placa de medio 
suplementado con ABA (100 μM), NaCl (100 mM), GA (25 mM) o nada (control). Tras 8 horas de 
este tratamiento sumergimos a las plantas en el buffer de GUS y teñimos durante 4 horas.  
Comprobamos el efecto de diferentes tratamientos en la raíz de plántulas ya que es aquí donde 
fácilmente observamos la expresión de GEM como se describió en antes (Resultados, Bloque I). 
Observamos que la expresión del promotor se induce fuerte y específicamente en el tratamiento 
con ABA y no, en cambio, con la hormona  antagonista del ABA, la GA (Fig. 65). Por otro lado, el 














Fig. 65 Raíces de plantas GEM
2774
:GUS 
en tratamientos de 8 horas con NaCl 






Con el objetivo de conocer los tiempos de activación del promotor de GEM, realizamos un 
ensayo de time-course bajo diferentes tiempos de tratamiento con ABA (100 μM) a 0, 4, 8, 24 y 48 
horas. Observamos que, a partir de las 4 horas, el producto de la β-glucoronidasa aumenta en la 
raíz acumulándose hasta el final del tratamiento. Las células de la cofia empiezan a teñirse a partir 
de las 8 horas de tratamiento y para el final, entre las 24 y 48 horas, la expresión parece haberse 
extendido por la estela y ocupar, incluso, células cercanas al meristemo a nivel de epidermis (Fig. 
66, A). Inesperadamente, cuando el tratamiento alcanza las 24 horas, observamos tinción en los 
tricomas de las primeras hojas verdaderas, un lugar donde no se detecta en ausencia de ABA (Fig. 





Fig. 66 (A) Time-course de 
tratamiento con ABA (100mM) 
en raíces de plantas 
GEM
2774
:GUS a tiempos 0, 4, 8, 
24 y 48 horas; (B) Tricomas de 
planta GEMpro:GUS en el 
primer par de hojas despúes de 
un tratamiento de 24 horas con 













Para contrastar estos resultados con los de expresión del gen, analizamos los cambios de 
expresión en plantas Wt tratadas con ABA respecto a las control, sin tratamiento. Tomamos 
muestras a 2, 24 y 48 horas de aplicación de ABA y observamos la dinámica de inducción del 
mRNA de GEM y de otro miembro de la familia GER, GER5 (Fig. 67).  Concluimos que, a diferencia 
de lo que vemos con el gen reportero, la inducción de GEM ocurre en las primeras 2 horas y,  a 
partir de entonces, la acumulación de transcrito empieza a reducirse. De manera similar, GER5 
presenta su máximo nivel de transcrito a las 2 horas, no obstante, su acumulación se mantiene 
alta durante 48 horas (Fig. 67). 
 
 
Fig.67 Time-course del 
transcrito GEM y GER5 en 
plantas en un tratamiento 
con ABA (100 μM) a 









11.3 Funcionalidad de los sitios ABRE y DREB/CRT 
 Hemos visto que la expresión de GEM responde a la inducción por ABA y hemos localizado 
in silico dos regiones ABRE-ABRE en su promotor. No obstante, la distancia de estas cajas al codón 
de inicio no coincide con los resultados de análisis estadísticos de promotores de genes de 
respuesta a ABA. Para demostrar la funcionalidad de las cajas ABRE en la inducción de GEM 
construimos una línea reportera GUS bajo un promotor más corto que no incluye las cajas ABRE-
ABRE (GEM
2049
:GUS) (Fig. 68 derecha). Al analizar la respuesta a ABA de la nueva construcción en  
 
Fig. 68 A la izquierda, raíz de plantas GEM
2274
pro:GUS en inducción con ABA 100 µM, 
estípulas y detalle del promotor; a la derecha raíz de plantas GEM
2049
pro:GUS en 







planta,  observamos que, efectivamente, la inducción de la β-glucoronidasa no ocurre en ausencia 
de las cajas ABRE-ABRE. Para las mismas condiciones de tiempo de aplicación de ABA y tiempo de 
exposición al sustrato de la β-glucoronidasa, la expresión del reportero GUS es indetectable en las 
plantas GEM
2049
:GUS a nivel de raíz mientras que la tinción en las estípulas permanece igual que 
en plantas que expresan GUS bajo el promotor que contiene las cajas (Fig. 68 abajo). 
 Comprobamos también la respuesta del nuevo promotor a condiciones de estrés por 
salinidad y sequía observando que la expresión es nula en el caso del estrés con NaCl pero, 
sorprendentemente, en el estrés por sequía existe una cierta expresión localizada más arriba en la 
zona de elongación de la raíz, lo que indica que la caja DRE/CRT puede ser suficiente para la 
expresión del promotor en respuesta a deshidratación (Fig. 69).  Además, esta expresión es 
específica de las filas de células epidérmicas de pelo radicular, lo que puede estar relacionado con 




Fig.69 Raíces de plantas 
GEM
2049
:GUS en tratamientos de 
ABA, NaCl y deshidratación; (a) 
zona cercana al meristemo 








12. Estudio de la regulación de GEM en mutantes de ABA 
La vía de señalización del ABA por la que la señal alcanza el núcleo y regula la 
transcripción de los genes de respuesta, como en nuestro caso GEM, implica una serie de 
componentes actualmente bien caracterizados como los receptores PYR/PYL/RCAR, las fosfatasas 
PP2C (ABI1, ABI2 o HAB1), las kinasas SNRKs y los factores de transcripción (ABI3, ABI4 o ABI5).  
Para describir la vía de señalización de la que depende la expresión de GEM utilizamos 
una bateria de mutantes de la cadena de señalización en los que analizamos los niveles del 
transcrito GEM en paralelo con GER5. Para ello, extrajimos el RNA de estas plantas de 10 días de 
mutantes y sus correspondientes ecotipos silvestres, tratadas (+ ABA) o no (- ABA) durante dos 






Comparando la expresión basal (-ABA) respecto a la alcanzada en inducción (+ABA) en 
cada genotipo, observamos que la respuesta ABA de estos dos miembros de la familia GER se 
anula en varios de estos mutantes. Por un lado, la inducción de GEM se anula en los mutantes de 
las fosfatasas hab1-1 abi1-2 y abi1-1, en el mutante triple de las kinasas snrk 2.2-2.3-2.6, y en los 
mutantes de los factores de transcripción abi3-1 y abi5-1. Por otro lado, la inducción de GER5 se 
anula en el mutante de la fosfatasa abi1-1 y en el mutante séxtuple de los receptores de ABA 
pyr1-pyl1-pyl2-pyl4-pyl5-pyl8 (Fig. 70) 
 
 
Fig. 70 (A) Expresión de GEM en plantas de 10 días sin (-ABA) y con (+ABA) inducción por ABA: Col-0, 
pyr/pyl séxtuple, abi1-2, hab1-1 abi1-2, snrk2 triple, abi4-1, abi5-1, Ler, abi1-1 y abi3-1, (B) Expresión de 
GER5 en plantas de 10 días sin (-ABA) y con (+ABA) inducción por ABA: Col-0, pyr/pyl séxtuple, abi1-2, 
snrk2 triple, abi4-1, abi5-1, Ler, y abi1-1 (n=2 réplicas independientes) 
 
 
 Aún teniendo un punto común en la fosfatasa ABI1, ambos genes siguen rutas de 
inducción diferentes según estos resultados. Mientras que para la inducción de GEM, el factor de 
transcripción ABI5 parece totalmente necesario no lo es para la inducción de GER5 que no se ve 
afectada en el mutante abi5-1.  
De la misma manera, analizamos la cantidad de proteína GEM mediante WB con el anti-
GEMpep. Observamos algunas coincidencias con las expresiones medidas del transcrito, no 
obstante, a este tiempo, no se aprecia una disminución de proteína en algunos mutantes como  
snrk 2.2-2.3-2.6 o abi3-1. En cambio, el efecto de la mutación de ABI5 es claro también a nivel de 
la proteína GEM (Fig. 71)  
 
 
Fig. 71 Expresión de 
proteína GEM en plantas 
de 10 días sin (-ABA) y con 
(+ABA) inducción por ABA: 
Col-0, pyr/pyl séxtuple, 
abi1-2, hab1-1 abi1-2, 
snrk2 triple, abi4-1, abi5-1, 








                                                                                                                                                               Discusión  
  
Hasta la fecha se han identificado un total de 260 genes con dominio GRAM dentro del 
clado de las plantas verdes (Viridiplantae) que agrupa a 35 especies de plantas. Esta cantidad es 
comparable con los 626 genes que poseen un dominio GRAM en animales (Metazoa) agrupados 
en 59 especies. No obstante, el conocimiento de estas proteínas en plantas está muy lejos de 
compararse al de animales donde muchas de ellas han sido ya descritas en funciones relacionadas 
con la señalización celular. De entre ellas, las más estudiadas por su relación con la enfermedad 
muscular del Síndrome de Charcot-Marie-Tooth en humanos son las miotubularinas (Bolino et al. 
2000). 
El objetivo de esta tesis ha sido ahondar en el conocimiento de las proteínas con dominio 
GRAM en Arabidopsis thaliana para lo cual hemos definido un nuevo grupo de nueve proteínas 
basado en homología de secuencia y que hemos denominado proteínas GER (GEM RELATED): 
GEM, GER1, GER2, GER3, GER4, GER5, GER6, GER7 y GER8. Hemos estudiado este grupo 
enfocándonos en una de ellas: GEM (GL2 EXPRESSION MODULATOR) identificada en trabajos 
anteriores con funciones de regulación del ciclo celular y modulación de la expresión de algunos 
genes de diferenciación celular (Caro et al. 2007).  
 
a) GEM es un gen de respuesta a ABA a través de la vía de señalización ABI1-SnRK2s-ABI3/ABI5-
ABRE 
El ABA controla la expresión de casi un 20% de los genes de Arabidopsis, de los cuales más 
de la mitad son activados y el resto reprimidos (Matsui et al. 2008). Esta cifra está por encima del 
número de genes regulados por cualquier otra hormona y su magnitud da una idea de la 
importancia funcional de su regulación. 
Los estudios de la inducción del transcrito de GEM por ABA medida por RT-qPCR a 
distintas horas de aplicación han indicado que este gen, así como su homólogo GER5, se inducen 
tempranamente por ABA. A las 2 horas de la aplicación, los niveles de transcrito alcanzan su 
máximo (+1,8 y +7 veces, respectivamente). En el caso de GEM, pasadas 8 horas desde el inicio 
del tratamiento, la inducción decae hasta alcanzar los niveles normales a las 24 horas. No ocurre 
así con GER5 donde los niveles se siguen mantieniendo altos todavía a 24 horas de tratamiento. 
En cambio, la actividad del promotor seguida mediante el gen reportero GUS (GEM
2774
:GUS) 
muestra una acumulación continua con el paso de las horas. Esto nos indica que existe una 
regulación post-transcripcional del mRNA de GEM que el gen reportero no sufre y que controla la 
acumulación del transcrito y/o la proteína una vez pasada la respuesta rápida.  
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Sabemos por un trabajo reciente que GEM se acumula (+1,95 veces) en el mutante doble 
xrn2 xrn3 afectado en dos proteínas exoribonucleasas 5’-3’ que regulan la acumulación de 
transcrito resultante de la inducción de genes en condiciones de estrés (Estavillo et al. 2011). 
XRN2 y XRN3 se inhiben por la acumulación de los segundos mensajeros lipídicos PAP o IP3  en 
estudios de estrés celular (Estavillo, et al. 2011, Xiong et al. 2001). A su vez, la acumulación de 
estos mensajeros secundarios está regulada por la fosfatasa de fosfolípidos FRY/ALX8/SAL1 de 
manera que en el mutante alx8 se acumula el transcrito de GEM (+1,61 veces) lo que sugiere que 
el transcrito de GEM sea una diana de este sistema de regulación post-transcripcional por 
silenciamiento génico (Fig. 72). Sin embargo, este no parece ser el caso del transcrito de GER5 que 
en el mutante alx8 se reduce (-1,97 veces), sugiriendo mecanismos de regulación diferentes para 




Fig. 72 Regulación de la 
transcripción de GEM 
mediada por ABA y de la 
acumulación de su transcrito 
mediada por las RNAsas 
XRN2 y XRN3.  
 
 
 Los análisis transcripcionales de GEM en plantas de fondos mutantes de las proteínas que 
participan en la señalización del ABA nos ha permitido saber que la activación de GEM depende 
de algunos reguladores bien conocidos. Entre éstos, el primer elemento de la vía de señalización 
son los receptores de ABA PYR/PYL/RCAR cuyo reciente descubrimiento ha establecido una ruta 
común para la respuesta a ABA (Ma et al. 2009, Nishimura et al. 2009, Park et al. 2009, Santiago 
et al. 2009). Hemos utilizado un mutante séxtuple pyr1-pyl1-pyl2-pyl4-pyl5-pyl8 en el que la 
señalización de ABA está muy afectada y posee una la elevadísima insensibilidad que presentan 
sus semillas al ABA (100 μΜ) (Gonzalez-Guzman et al. 2012). En estas plantas la inducción de 
GER5 se ve totalmente anulada. No, en cambio, la inducción de GEM cuya expresión podría estar 
regulada por otros miembros de la familia de los receptores PYR/PYL/RCAR compuesta por 14 
proteínas.  
En un segundo nivel de la cadena de señalización se encuentran las fosfatasas de tipo 
PP2C que actúan como reguladores negativos, inhibiendo la actividad de las kinasas SnRK2s en 
condiciones normales de no inducción por ABA o estrés. Un aumento de ABA provoca el secuestro 




SnRK2s en la amplificación de la señal hasta el núcleo. Una de las principales fosfatasas PP2C es 
ABI1 cuya implicación en la regulación de GEM y GER5 hemos analizado en plantas mutantes de 
ABI1 portadoras de dos alelos distintos, abi1-1 y abi1-2, comprobando que la inducción por ABA 
de ambos genes sólo se anula en el mutante portador del alelo abi1-1, mientras que en las plantas 
abi1-2 los niveles de inducción, incluso, se han incrementado. El alelo abi1-1 corresponde a una 
mutación puntual que afecta al dominio de unión al receptor PYR/PYL/RCAR pero que no afecta a 
las funciones de unión a las kinasas SnRK2s por lo que el mutante es insensible a ABA pero 
mantiene su actividad represora sobre las SnRK2s (Koornneef et al. 1984, Leung and Giraudat 
1998, Meyer et al. 1994). En cambio, el alelo abi1-2 es un mutante de T-DNA nulo donde la falta 
de la proteína provoca que una actividad permanente de la respuesta a ABA que depende de esta 
vía.  Por lo tanto, los resultados obtenidos para la inducción de GEM y GER5 en ambos mutantes 
son, por lo tanto, son coherentes. Estos resultados confirmarían los resultados publicados en los 
microarrays de plantas abi1-1 que apuntaban, entre otros, a GER5 como diana de la regulación 
por ABI1(Hoth et al. 2002). Por otro lado, el aumento que vemos de los niveles de inducción de 
GEM y GER5 en el mutante abi1-2 puede indicar que otras PP2C colaboren con ABI1 en la 
señalización del ABA hacia estos genes. Una segunda fosfatasa es también analizada en el doble 
mutante hab1-1 abi1-2 (Saez et al. 2006) donde la mutación del gen HAB1 previene la inducción 
de GEM vista en abi1-2. Desconocemos la causa por la que este doble mutante de respuesta a 
ABA activada no reproduce los resultados de abi1-2 aunque podría tener que ver con que alguna 
diana de la vía de señalización de HAB1 fueran regulara negativamente la expresión de GEM.  
En un tercer nivel se encuentran las kinasas SnRK2s, reguladores positivos de la 
señalización por ABA y diferentes tipos de estrés. En condiciones de no-inducción estas kinasas 
están inactivadas por las fosfatasas PP2C pero cuando los niveles ABA aumentan se liberan y 
actúan de manera específica a sustrato lo que especializa la respuesta a diferentes condiciones de 
estrés (Fujii et al. 2007, Mustilli et al. 2002). El triple mutante snrk2.2-snrk2.3-snrk2.6 es insensible 
en su germinación a elevadas concentraciones de ABA (50μM) lo que deja clara la responsabilidad 
de estas tres kinasas en la respuesta a ABA (Nakashima et al. 2009). Hemos analizado la respuesta 
de GEM a ABA en este triple mutante de estas proteínas snrk 2.2-2.3-2.6 donde su inducción se 
encuentra anulada. No podemos decir lo mismo del transcrito de GER5 al que no hemos 
encontrado afectado en estas plantas, por lo que pensamos que pueda estar regulado por otras 
kinasas de la familia de las SnRK2s compuesta por 10 proteínas.  
Finalmente, las kinasas SnRK2s, en condiciones de inducción, activan a varios factores de 
transcripción implicados en la señalización de ABA. Estos factores de transcripción son los 
activadores  finales de la cadena de señalización. El grupo más representado es el de las proteínas 
ABFs/AREBs, siendo ABI5 el mejor caracterizado, pero además, ABI3 con dominio de tipo B3 y 
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ABI4 con dominio AP2/APETALA. ABI3, ABI4 y ABI5 regulan con solapamiento la transcripción de 
una serie de genes de respuesta a ABA y/o genes específicos de semilla. Se sabe que ABI3 y ABI5 
actúan sinérgicamente sobre la respuesta de los genes a ABA y su unión ha sido demostrada in 
vitro, por lo que se piensa que formen un complejo transcripcional ABI3-ABI5 (Nakamura et al. 
2001). No obstante, la sobreexpresión de ABI3 no rescata la mutación de ABI5 y sí al contrario, lo 
que significa que ABI3 actúa sobre ABI5 (Lopez-Molina et al. 2002). Nuestros estudios sobre la 
inducción de GEM en el mutante de abi5-1 (Finkelstein and Lynch 2000) han constatado que ABI5 
es necesario para que la inducción de GEM ocurra tras el tratamiento de ABA mientras que no 
afecta a la inducción de GER5. Por otra parte, las plantas mutantes abi3-1 también presentan una  
falta de inducción para el transcrito de GEM lo que nos lleva a pensar que el complejo ABI3-ABI5 
podría estar actuando conjuntamente sobre el promotor de GEM. Finalmente, en el mutante 
abi4-1 los resultados de expresión de GEM no son concluyentes aunque sí vemos claramente que 
ABI4 no anula la expresión del otro miembro de los genes GER, GER5. Así, podemos concluir que 
las inducciones de GEM y GER5 se enmarcan dentro del modelo actual de señalización del ABA 





Fig. 73 Ruta de señalización por ABA 
que siguen las inducciones de GEM y 








Muchos de los genes de respuesta a ABA contienen en sus regiones reguladores 
secuencias en cis de las que depende su inducción. La más representada es la caja ABRE 
(ACGTGG/TC) que ha sido verificada en un 20% de genes de respuesta a ABA (Gomez-Porras et al. 
2007). La inducción transcripcional mediada por ABA requiere la presencia de un par de copias de 
la caja ABRE o, al menos, un elemento asociado (CE). El motivo DRE/CRT (DEHIDRATATION 
RESPONSIVE ELEMENT) (A/GCCGAC) se ha identificado como uno de estos elementos asociados a 




hemos encontrado de dos cajas ABRE (ABA RESPONSIVE ELEMENT) a una distancia de ~2400 pares 
de bases del inicio de la traducción de GEM y una caja DRE/CRT (DEHIDRATATION RESPONSIVE 
ELEMENT) a ~1100 pares de bases. La construcción de un nuevo promotor que no contiene el par 
de cajas ABRE-ABRE con el reportero GUS (GEM
2049
:GUS) nos ha permitido demostrar la 
funcionalidad de las cajas ABRE en la respuesta de GEM donde La falta de esta secuencia del 
promotor anula la respuesta del gen reportero en las raíces de las plantas tratadas con ABA.  
Otro dato que refuerza esta conclusión es que ABI5 es diana de la regulación negativa de  
SIZ1, la cual inhibe su actividad al incorporar un grupo SUMO a la proteína como parte de los  
procesos de regulación de la repuesta a sequía (Miura and Hasegawa 2009) y que la mutación de 
este inhibidor de ABI5 en el mutante siz1-1 la inducción de GEM por ABA se ve aumentada (Catala 




Fig. 74 Regulación de ABI5 mediada 
por sumoilación (inhibición) y 
fosforilación (activación) y su 





Además de GEM (+2,31) y GER5 (+6,57) varios genes de la familia GER han sido 
identificados en estudios transcripcionales globales como genes que responden a ABA: GER1 
(+1,88), GER4 (+8,95), GER6 (+9,76), GER7 (+4,95), GER8 (+4,55) (Matsui, et al. 2008). La búsqueda 
in silico en los promotores de estos genes nos muestra que todos ellos, salvo GER6 y GER7, 
poseen al menos una caja ABRE-like y una caja DRE/CRT. Al igual que GEM, GER4 posee dos cajas 
ABRE muy probablemente implicadas en su inducción por ABA. GER6 y GER7 comparten promotor 
y sólo hemos encontrado dos cajas DRE/CRT muy cercanas entre ellas. El conjunto de estos datos 
nos lleva a pensar que el grupo de proteínas GER tenga una función común, y quizás redundante, 
en la respuesta a ABA. 
Por otra parte, las secuencias DRE/CRT son reconocidas por proteínas DREBs/CBFs, un 
grupo de factores de transcripción con dominio AP2/APETALA que intervienen en la repuesta a 
estrés y control del crecimiento en una vía de señalización también llamada independiente de 
ABA. Hemos visto que las raíces de plantas con el promotor corto (GEM
2049
:GUS) sí responden a 
tratamientos de deshidratación o sequía lo que puede estar indicándonos que la caja DRE/CRT es 




sequía como un gen cuya expresión se induce tras dos horas de tratamiento de sequía (+2,85 
veces)(Catala, et al. 2007). La vía o regulón dependiente de ABA y la vía independiente de ABA 
convergen en muchos casos de genes de respuesta y no sería raro que GEM fuera uno de esos 
casos (Fig. 75)  
 
 
Fig. 75 Regulación de 
GEM en vía dependiente 




El patrón de expresión con el que responde el promotor de GEM en ausencia de las cajas 
ABRE-ABRE al tratamiento de sequía es interesante. Se localiza en la zona de elongación y 
específicamente en la fila de células epidérmicas de tipo pelo lo cual pueda estar relacionado con 
la unión de GEM a TTG-1 (Caro, et al. 2007), una proteína con dominio WD40, descrita en un 
trabajo anterior que forma parte de un complejo regulador del la diferenciación celular a pelo 
radicular.  
 
b) GEM es un regulador negativo de la señalización mediada por ABA 
Nuestros ensayos han revelado uniones de GEM a lípidos y proteínas relacionadas con la 
señalización celular que se asocia al dominio en animales pero, hasta ahora, desconocemos a qué 
procesos afecta la regulación de la proteína.   
Partiendo de estudios de análisis transcripcional a nivel global de plantas de 10 días de 
edad mutantes para la proteína GEM (gem-1) y transgénicas sobreexpresoras (GEMoe) hemos 
determinado que GEM tiene un papel preferentemente represor, directo o indirecto, sobre la 
transcripción de algunos genes ya que las plantas mutantes tienen unos porcentajes mayores de 
genes activados (44 de 57) frente a la plantas sobreexpresoras, que tiene mayores niveles de 
genes reprimidos (51 de 76). Agrupando estos genes por categorías funcionales hemos 
comprobado que una mayor parte de los genes regulados por GEM son de respuesta a estímulos: 
lumínico, hormonal y otros (el 50% en plantas gem-1 y el 40% en plantas GEMoe por lo que 
concluimos que GEM pueda cumplir una función de regulador negativo en señalización. Mediante 
estudios comparativos de los análisis transcriptómicos de plantas gem-1 y GEMoe con 
transcriptomas de respuesta a ABA observamos que ambos genotipos presentan un 
enriquecimiento en genes de respuesta a ABA (60%), muy por encima del porcentaje encontrado 




señalización mediada por ABA. En estos estudios comparativos comprobamos que las plantas 
gem-1 presentan activación transcripcional en genes que se inducen por ABA. Entre los genes 
desregulados encontramos varias proteínas implicadas en la señalización por ABA a varios niveles. 
A nivel de la transducción, el receptor PYL5, las kinasas MAPKKK19 y calmodulina CML38; a nivel 
de la biosíntesis de segundos mensajeros, la fosfolipasa PLA2 α y las lipooxigenasas LOX3 y LOX4; 
y a nivel regulador de la transcripción; el inhibidor de respuesta a ABA WRKY38. Las plantas 
sobreexpresoras, en cambio, presentan inhibición en genes del transporte de lípidos: LTP3 y LTP4, 
de la activación transcripcional relacionada con ABA y estrés, ANAC019, ANAC029 y ANAC036, y 
de genes cuya expresión se induce fuertemente por ABA y sequía, RD20 y  H1-3. Por último, 
hemos comprobado mediante RT-qPCR que la respuesta de RD29A, un gen bien caracterizado en 
su respuesta a ABA, se encuentra más inducido por ABA en plantas gem-1 y menos en plantas 
GEMoe.  Por lo tanto, concluimos que GEM es un regulador negativo de la señalización por ABA.   
 
c) GEM se expresa durante estadios de desarrollo relacionados con un aumento de ABA 
De la misma manera que se induce la expresión de GEM en las raíces, el patrón temporal 
de expresión durante el desarrollo de la planta utilizando el reportero GUS (GEM
2774
:GUS) se 
asocia a localizaciones con picos de producción o acumulación del ABA. Así, encontramos que la 
expresión de GEM en la raíz está asociada a la capa epidérmica, por encima del meristemo 
radicular donde empieza la llamada zona de elongación. Sin embargo, deben existir otros 
reguladores que sitúen su expresión en otros tejidos específicos como la raíz, las estípulas o los 
hidatodos. En relación a la localización de la expresión de GEM, hemos podido observar que bajo 
condiciones de inducción continua durante 24 horas la expresión de GEM se hace visible en los 
tricomas. Esta localización no ocurre, o al menos de manera visible, en condiciones normales de 
crecimiento lo que puede indicarnos que GEM se expresa en los tricomas en niveles no 
detectables mediante el reportero GUS.  
Al llegar al estadio reproductivo la expresión aparece de manera intermitente, 
activándose y reprimiéndose en diferentes tejidos que se están desarrollando: los primordios de 
estambres en el día 5, la capa del tapetum de los esporocitos en el día 7, las papilas del estigma 
en el día 10, los óvulos del gineceo en el día 12 y finalmente los granos de polen en el día 14.  
Centrando la atención sobre los procesos de embriogénesis y maduración de la semilla 
que ocurren dentro de la silicua tras la fertilización de la flor, hemos advertido que la expresión de 
GEM se localiza dentro de las semillas en formación y maduración. Concretamente en el 
endospermo de la semilla (aleurona), formado por una monocapa de células triploides de origen 






Fig  76. Expresión de GEM en el endospermo durante la embriogénesis y la maduración 
de la semilla 
 
 
Esta expresión empieza a detectarse al inicio de la embriogénesis que ocurre pasadas 
unas 30 horas desde la fertilización de la flor y que corresponde con la formación del embrión 
globular y continúa hasta el final de la embriogénesis, cuando el embrión alcanza su tamaño final 
en el embrión torpedo. Durante esta etapa, el embrión crece paralelamente al desarrollo del 
endospermo gracias a la alimentación del tejido materno que les rodea (Garcia et al. 2005, Olsen 
2004). Así lo observamos en las tinciones de GUS donde el endospermo aparece al inicio de la 
embriogénesis  como un tejido viscoso encerrado en las paredes del óvulo. Esta localización ha 
sido contrastada mediante WB, habiendo observado que las silicuas en esta fase de desarrollo 
acumulan una gran cantidad de proteínas GEM, lo que puede señalar que GEM sea necesaria para 
alguna función en este estadio. 
Cuando el embrión ha alcanzado su tamaño final se inicia un proceso marcado por la 
acción del ABA, el cual se cree que proviene del embrión, en el que el endospermo sufre una 
transformación. Sus vacuolas empiezan a acumular proteínas y lípidos de reserva hasta que la 
semilla queda deshidratada y el embrión detenido en un estado quiescente. El resultado es una 
semilla madura y durmiente capaz de sobrevivir a condiciones desfavorables. Dado que la testa de 
la semilla madura ha adquirido una coloración opaca, sólo podemos ver la expresión de GEM 
abriéndola. Esto nos permite ver que el gen reportero GUS todavía se expresa en la fina capa que 
queda de endospermo pegada a la testa.  Esta tinción es también contrastada mediante WB, 
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viéndose que la acumulación de la proteína es mínima en la semilla madura, tanto seca como 
embebida, lo que tiene sentido pues el volumen de esta capa se ha reducido mucho. 
Las características de la expresión de GEM descritas en este trabajo establecen una  
analogía funcional con otra proteína GRAM identificada en cebada, ABA45 (Liu et al. 1999) que, 
además, fue la primera proteína del dominio GRAM descrita en plantas y los estudios de su 
expresión han demostrado que, como GEM, se localiza en el endospermo de la semilla y se induce 
por ABA. Mediante estudios de homología de secuencia hemos demostrado que el grupo de 
genes GER que describimos aquí, más específicamente GEM, GER1 y GER5, es homólogo de ABI45 
por lo que los resultados extraídos de su estudio podrían extenderse a otras familias de 
angiospermas. 
 
d) GEM actúa sobre la germinación como un regulador negativo de la vía de señalización del 
ABA  
El endospermo ha sido clásicamente definido como un tejido de almacenamiento de 
proteínas y lípidos durante la maduración de la semilla (Penfield et al. 2004), pero, 
recientemente, se ha demostrado que este tejido es el principal responsable de conferir 
dormición  a la semilla (Bethke et al. 2007). Sus células son capaces de responder a ABA y a GA 
convirtiéndose en un tejido que acumula proteínas y lípidos de reserva o segregando enzimas 
hidrolíticas que promueven la movilización de estos, respectivamente. El balance ABA/GA 
controla, por lo tanto, a través del endospermo, la transición de semilla durmiente a semilla no-
durmiente o, por decirlo de otra manera, la transición entre dormición y germinación. Este 
balance se inclina hacía la acción inhibidora del ABA en el momento de la maduración de la 
semilla, cuando se imprime dormición a la semilla, pero dos semanas después desde la recogida 
las semillas de Arabidopsis thaliana empieza a perder la dormición debido a la decantación del 
balance ABA/GA hacía la acción activadora del GA (Fig. 77). Además, otros estímulos como el frío 
o la luz pueden romper el estado de dormición avanzando la síntesis de GA en la semilla y, por lo 
tanto, su germinación. Por otro lado, condiciones desfavorables como la sequía o la alta salinidad 
pueden retrasar la germinación de la semilla en un proceso denominado segunda dormición. 
 
 
Fig. 77  Balance entre 
dormición y germinación 
determinado por la 
vacuolización del 
endospermo y regulado por  




Nuestros ensayos de respuesta a hormona sobre las raíces de plantas con el gen reportero 
GUS han demostrado que GEM es un gen de respuesta a ABA y no a GA, lo que nos lleva a pensar 
que ocurra lo mismo en el endospermo de la semilla donde los niveles de ABA endógenos 
registran un pico (Kanno et al. 2010) que coincide con la expresión de GEM. En conjunto, la 
localización de la expresión de GEM en el endospermo y su inducción por ABA demostrada en las 
raíces podría estar indicando, por un lado, que GEM se induce por ABA también en el endospermo 
y, por otro, que GEM forme parte de la vía de señalización mediada por ABA durante la 
embriogénesis y la maduración de la semilla. 
Al examinar los niveles de dormición en las semillas de las plantas mutantes y 
sobreexpresoras comprobamos que GEM tiene un efecto sobre la dormición de las semillas. Así, 
las semillas mutantes que generan las plantas gem-1 son semillas con una dormición mayor que 
las silvestres; a 9 d.a.s registramos un 65% de germinación frente al 80% de las semillas silvestres, 
mientras que las semillas recolectadas de plantas GEMoe presentan una baja dormición, con un 
94% de germinación en las mismas condiciones. Según esto la expresión de GEM en el 
endospermo es necesaria para una salida de la dormición correcta y, por lo tanto, GEM participa 
como regulador negativo de la señalización por ABA en los procesos que confieren dormición a la 
semilla.  
 El tratamiento de estratificación que consiste en un período de frío y oscuridad provoca 
la ruptura de la dormición a través de una activación de la síntesis de GA en la semilla. La 
liberación de reservas de las vacuolas conduce a una activación del crecimiento del embrión, 
hasta ahora quiescente, cuya radícula perfora la testa empezando su período autótrofo. Este 
tratamiento consigue recuperar los niveles de germinación de las semillas gem-1, que alcanzan los 
niveles normales (cerca del 95% a 3 d.a.s), lo cual señala a la dormición como causa del retraso de 
su germinación. No obstante, las semillas GEMoe continúan alcanzando mejores niveles de 
germinación que las semillas silvestres (casi 100%), lo que apunta a que GEM está implicada no 
sólo en los procesos de dormición sino también en procesos de germinación como un regulador 
positivo. 
La acción del balance ABA/GA sobre la germinación de las semillas está determinado, en 
un primer nivel, por la abundancia de ambas hormonas y, en un segundo nivel, por la sensibilidad 
del sistema de señalización a ambas hormonas en lo que están implicadas las proteínas 
receptoras y de la cadena de transducción, y los genes de respuesta necesarios para mantener o 
degradar las vacuolas del endospermo. Para discriminar entre un nivel y otro de regulación 
usamos un ensayo de germinación en medio suplementado con ABA, una vez eliminada la 
dormición mediante estratificación. De esta manera, el posible desnivel en la producción de ABA 
de las diferentes semillas es compensado exógenamente, lo que nos permite observar diferencias 
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de sensibilidad al ABA. En este ensayo observamos que las semillas mutantes gem-1 presentan 
una mayor sensibilidad a bajas concentraciones de ABA (0,1 µM), mostrando niveles de 
germinación menores que las semillas silvestres, 57% frente al 73%. A esta misma concentración 
de ABA, las semillas GEMoe siguen manteniendo unos porcentajes altos de germinación, cerca del 
95%, similares a los que presentan los mutantes insensibles abi1-2 usados como control. En 
conclusión, podemos decir que GEM actúa positivamente sobre la germinación inhibiendo la 
sensibilidad al ABA, lo que también explica el fenotipo en dormición. 
Pero ABA y GA tienen funciones antagónicas en la germinación de las semillas, por lo que, 
por ejemplo, el fenotipo de baja sensibilidad a ABA de las semillas GEMoe podría interpretarse 
también como un fenotipo de alta sensibilidad a GA, o bien estar escondiendo unos altos niveles 
de GA en estas semillas. Mediante un ensayo de germinación en paclobutrazol (PAC), inhibidor de 
la biosíntesis de GA, descartamos esta posibilidad. Observamos que a una concentración baja de 
PAC (0,1µM) se reproducen los niveles de germinación vistos a una baja concentración de ABA, 
que continúan siendo menores en las semillas gem-1, 64% frente a un 82% en semillas silvestres, 
y mayores en las semillas GEMoe, con un 95%.  
Así como el ABA inhibe la germinación de las semillas, las condiciones adversas o de estrés 
generan también un retraso en la germinación. Ambas vías, dependiente e independiente de ABA, 
tienen en común un estado de deshidratación celular, cuyas vías de señalización convergen en un 
buen número de casos. Mediante un ensayo de germinación en condiciones de estrés por 
salinidad observamos que la germinación de las semillas mutantes y sobreexpresoras de GEM 
responden de manera homóloga al tratamiento de ABA. A concentraciones de 50 mM de NaCl, 
relativamente bajas para la germinación, las semillas mutantes gem-1 presentan unos niveles de 
germinación del 71% frente al 76% de las semillas silvestres. Contrariamente, las semillas GEMoe 
se siguen caracterizando por tener niveles elevados de germinación, en este caso del 90%.  Por 
ello podemos concluir que GEM actúa sobre la germinación de la semilla regulando 
negativamente su sensibilidad a ABA y estrés (salinidad). 
De este bloque de experimentos se concluye que la proteína GEM, expresada en el 
endospermo de la semilla, tiene una función importante en la germinación sobre la que actúa 
positivamente inhibiendo la sensibilidad de la semilla al ABA (Fig. 78) 
 
 
Fig. 78  Papel de GEM en la el 
balance entre dormición y 
germinación regulando 





ABI3 y ABI5 juegan un papel esencial en la activación de los programas de embriogénesis y 
de maduración de la semilla, período en el cuAl se acumulan estas proteínas.  Recientemente, se 
ha demostrado que ambos factores de transcripción activan la expresión de un grupo de genes 
que codifican para proteínas de reserva, oleosinas y LEAs, proteínas de señalización y factores de 
transcripción implicados en el desarrollo de la semilla (Monke et al. 2012, Reeves et al. 2011). La 
expresión de GEM está directamente relacionada con la regulación de ABI3 y ABI5 como hemos 
demostrado en los mutantes abi3-1 y abi5-1, y con el estadio de embriogénesis y maduración en 
el que participan, de lo que concluimos que la expresión de GEM en la semilla pueda estar 
determinada por los niveles de estas dos proteínas. Además, la acumulación de ABI3 y ABI5 
desciende después de un período de estratificación pero, durante una ventana de 60 horas 
posteriores al tratamiento de estratificación, sigue respondiendo al ABA reactivándose de novo 
los programas de quiescencia de la semilla (Lopez-Molina et al. 2001). Este período coincide con 
el período de 3 días en el que observamos las diferencias en el fenotipo de germinación de las 
semillas gem-1 y GEMoe, por lo que GEM debe estar regulando negativamente alguno de los 
procesos activados por ABI3 y ABI5 durante la germinación y dormición de las semillas. 
 
e) GEM tiene una expresión diurna y circadiana 
En Arabidopsis, la expresión de un 25% de los genes está controlada a nivel circadiano lo 
que nos da una idea de la importancia de las transiciones de luz y temperatura debidas a la 
rotación de la Tierra sobre el comportamiento de los genes, especialmente, en organismos sésiles 
como las plantas. 
Hemos analizado la expresión de GEM en un contexto circadiano basándonos en la 
existencia de dos copias de la secuencia CBS, en su promotor. Esta secuencia ha sido relacionada 
con la unión y regulación por CCA1, un factor de transcripción de tipo MYB perteneciente al reloj 
circadiano, siendo la frecuencia de aparición de esta secuencia del 10% en genes que se expresan 
de manera circadiana (Michael and McClung 2002). 
Mediante extracción de RNA y qRT-PCR hemos analizado las variaciones diurnas del 
transcrito de GEM en intervalos de 4 horas. En condiciones de luz y oscuridad (día largo; 16L/8D), 
hemos comprobado que GEM presenta un pico mínimo de expresión al inicio del día (0 CT) 
seguido de un pico máximo 4 horas después del inicio de la luz (4 CT). Esta diferencia de expresión 
no es muy elevada (0,4 ciclos de PCR ± 0,2) pero es significativa y se repite con cada ciclo de luz 
por lo que podemos decir que GEM tiene un patrón diurno. De la misma manera, hemos 
analizado las variaciones de mRNA de GEM en condición de luz continua (LL), encontrando 
también una ritmicidad en su abundancia, esta vez independiente de luz lo que significa que GEM 
tiene un patrón circadiano dependiente de reloj. No obstante, no hemos encontrado el elemento 
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de reloj del que depende la expresión de GEM en el estudio de los principales reguladores del 
reloj circadiano por lo que pensamos que las variaciones observadas puedan deberse a las 
variaciones diarias de los niveles de ABA (Cornforth et al. 1966). Pero, la falta de los factores de 
transcripción de tipo MYC, CCA1 y LHY en el doble mutante cca1lhy causa un aumento en la 
expresión de GEM estos mutantes, lo que puede ser debido al bucle regulatorio del reloj y el ABA. 
Tal vez, reloj circadiano con un 25% (Hazen et al. 2009) y ABA con un 20% (Matsui, et al. 
2008), sean las mayores redes de regulación transcripcional a las que estén sujetos los genes cuya 
expresión depende de estímulo ambiental en plantas. Curiosamente, ambas redes regulatorias 
comparten una buena parte de sus dianas. Así, un 68% de los genes regulados por el reloj 
circadiano son genes que responden a ABA o estrés (Kreps et al. 2002) y un 80% de los genes que 
se regulan por ABA están regulados circadianamente (Covington et al. 2008). Además, existe una 
compartimentación temporal (“gating”) por la cual la mayoría de los genes que se inducen por 
ABA (40%) se expresan en las primeras horas de la mañana subjetiva (0-3 CT) y la mayoría de los 
genes que se inhiben por ABA lo hacen en las primeras horas de la noche subjetiva (15 CT). Esto 
puede ser un indicio de qué elementos regulatorios están conviviendo en los promotores de estos 
genes pensando en que la unión de ambas redes podría tener una explicación en complejos 
regulatorios que unieran factores de una y otra red. 
Acerca de la expresión de GEM hemos concluido en nuestros resultados que se trata de 
un gen sujeto a una regulación circadiana y, al mismo tiempo, regulado por ABA. Por otra parte, la 
búsqueda in silico de secuencias en cis en los promotores de los genes GER ha resultado en la co-
localización de secuencias relacionadas con la unión de factores de transcripción de ABA y de reloj 
en una misma región promotora. Esto nos lleva a especular que exista una relación entre ambos 
tipos de regulación sobre estos genes donde la unión de TOC1 a ABI3 in vitro (Kurup et al. 2000) 




Fig. 79 Hipótesis de 
regulación ABA-RELOJ sobre 









f) GEM integra la señalización de ABA y el reloj circadiano en ABAR/ GEM es un regulador 
negativo de la señalización mediada por ABA a ABAR 
En cuanto a la influencia del estímulo lumínico sobre la expresión geníca, basándonos  en 
estudios comparativos con datos de expresión circadiana hemos visto que, de manera notable, un 
alto porcentaje de los genes desregulados en estas plantas gem-1 y GEMoe se expresan de 
manera circadiana entre los que se encuentran, PRR9, COL2 y RVE1 por lo que, inicialmente, 
orientamos los experimentos hacia una hipótesis que implicaba a GEM en la regulación del reloj 
circadiano. Mediante estudios comparativos con otros análisis transcripcionales hemos 
relacionado la desregulación de estas plantas con la desregulación de TOC1, uno de los 
componentes del reloj circadiano, ya que las plantas gem-1 presentan un 9% de enriquecimiento 
en genes desregulados por la sobreexpresión de TOC1 (TOC1ox) y las plantas GEMoe un 6% de 
enriquecimiento en genes desregulados por la mutación de TOC1 (toc1-2) mientras que el 
porcentaje esperado por azar es del 2% (Legnaioli et al. 2009). 
Los análisis transcripcionales de expresión de los principales genes de reloj (CCA1, LHY y 
TOC1) han permitido descartar la idea de que GEM regule directamente a los componentes del 
reloj. No obstante, los análisis de inducción con ABA han revelado la regulación que ejerce GEM 
sobre una diana común de la señalización de ABA y reloj, el gen ABAR/CHLH/GUN5. Este gen 
codifica para una subunidad del complejo multimérico Mg-chelatasa que se encuentra en los 
cloroplastos y que participa en la señalización por ABA y  respuesta a sequía (Shen et al. 2006). Su 
expresión tiene un comportamiento circadiano regulado directamente por el reloj a través del su 
inhibidor TOC1 (Legnaioli, et al. 2009). A su vez, la expresión de TOC1 es dependiente de ABA lo 
que establece un bucle regulatorio entre reloj circadiano y  la señalización por ABA. Al estudiar la 
inducción de ABAR por ABA comprobamos que es un gen que responde sutilmente a la hormona. 
No obstante, en las plantas gem-1 su niveles de inducción aumenta mientras que en las plantas 
GEMoe la expresión se anula tras el tratamiento con ABA. Esto indica que GEM es un regulador 
negativo directo de la señalización de ABA a ABAR (Fig. 80). 
 
 
Fig. 80 Regulación de GEM 
sobre la expresión de ABAR 




Además de ABAR, recientemente, han sido publicadas otras dianas de la represión de 




ABA como ABI1, PYL5 o SnRK2-7, (Huang et al. 2012) lo que confirma la existencia de una 
regulación de la señalización por ABA por parte del reloj.  
 
g) Unión de GEM a segundos mensajeros lipídicos y localización subcelular  
El dominio GRAM ha sido implicado en animales con funciones de señalización celular a 
través de uniones a membrana y a proteína (Doerks et al. 2000). En este sentido, las predicciones 
de localización de las proteínas GER sugieren que estas proteínas podrían asociarse con la 
membrana a través de una secuencia de 15 aminoácidos que se encuentra dentro de la secuencia 
del dominio GRAM. Esta secuencia es específica del grupo (CYLSTTAGPVAGVLY), lo que podría 
indicar una especificidad por algún tipo de membrana. Mediante ensayos de localización 
subcelular hemos confirmado la localización de GEM en la membrana celular, concretamente, 
formando parte de la proteína periférica cuya unión a la membrana se basa en interacciones 
electrostáticas.  
En relación a los procesos de membrana, varias proteínas con dominio GRAM o con su 
homólogo estructural, el dominio PH, han sido descritas en cuanto a su unión a fosfolípidos 
(Baraldi et al. 1999). Esta unión ha sido relacionada funcionalmente con procesos de biosíntesis 
de estos segundos mensajeros o con procesos de señalización en los que esta unión modifica la 
actividad o la localización de la proteína marcada (Choudhury et al. 2006). Existen numerosos 
ejemplos en proteínas animales con dominio GRAM (Laporte et al. 2002, Taylor et al. 2000) y en 
plantas, aunque ninguna de ellas ha sido descrita en unión a fosfolípidos, MTM1 y MTM2 han sido 
relacionadas con su biosíntesis (Ding et al. 2012). Mediante la expresión de la proteína 
recombinante en bacteria y su análisis en ensayos de unión hemos demostrado en este trabajo 
que existe una unión específica de la proteína GEM a los fosfolípidos monofosfato PI(3)P, PI(4)P, 
PI(5)P y, en menor grado, a PI(3,4)P2, PI(4,5)P2, PI(3,4,5)P2 y ácido fosfatídico. No obstante, para 
que tal unión ocurra es necesaria la presencia de alguna otra proteína o regulador presente en el 
extracto de proteínas de la planta. Esta observación ya había sido hecha anteriormente en el caso 
de la unión de las miotubularinas animales para el mismo tipo de ensayos, lo que refuerza 
nuestros resultados (Choudhury, et al. 2006). Mediante ensayos de co-purificación de la proteína 
transgénica HA-GEM hemos identificado por espectrometría de masas una proteína relacionada 
con la biosíntesis de fosfoinositoles en unión a GEM. Esta proteína es PIP5K9, una kinasa de PI(4)P 
cuyo producto es PIP(4,5)P2 (Lou et al. 2007). Ambos fosfoinositoles son reconocidos 
específicamente por la proteína por lo que concluimos que GEM podría cumplir alguna función 
vinculada al metabolismo lipídico o a la señalización mediada por segundos mensajeros.  
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En cuanto a la relación de GEM con la membrana, los resultados de ensayos de doble 
híbrido en levadura, aunque no reproducen los resultados de la co-inmunoprecipitación, indican 
dos uniones con proteínas relacionadas con la membrana: una putativa Rab-GTPasa relacionada 
con funciones de tráfico de membrana, y una proteína de dominio FYVE transmembrana también 
relacionado con la unión específica a fosfoinositol PI(3)P (Gaullier et al. 1998). Mediante 
fraccionamiento subcelular en gradiente continuo de sacarosa hemos visto que GEM también se 
encuentra en el núcleo de la célula. Esta localización podría estar relacionada con la región NES 
(Nuclear Export Signals) que los programas de predicción sitúan el extremo N-terminal de la 
proteína. Este resultado es similar al recientemente publicado sobre una proteína ortóloga de 
GER5 (ABR1), miembro del grupo que hemos definido por homología en las proteínas GER, y que 
localizan en el núcleo de la célula en una función relacionada con señalización de procesos de 
defensa y muerte celular (Choi du and Hwang 2011). Según estos datos GEM podría estar 
actuando como un elemento de comunicación entre la membrana y el núcleo dentro de una vía 




Fig. 81 Esquema de la participación 
de GEM en la señalización mediada 








                                                                                                                                                        Conclusiones 
 
1. El árbol filogenético de las proteínas del dominio GRAM en plantas está formado por sólo 
tres ramas evolutivas principales ya existentes en Bacteria. En Arabidopsis thaliana, existe 
un grupo de proteínas con un motivo de secuencia específica: CYLSTTAGPVAGVLY al que 
denominamos subfamilia GER y que incluye a la proteína GEM. 
 
2. Desde el inicio del estadio vegetativo, GEM se expresa principalmente en la raíz de la 
plántula en la capa de la epidermis y al nivel de la zona de elongación. En el estadio 
reproductivo, GEM se expresa durante la gametogénesis masculina en las microesporas 
en desarrollo, en el tapetum de los sacos polínicos y durante la dehiscencia de los granos 
de polen. Además, y de manera análoga a ABA45 en cebada, GEM se expresa en el 
endospermo durante la embriogénesis y la maduración de la semilla.  
  
3. La expresión de GEM es inducida por la hormona ABA en una respuesta dependiente de 
los motivos ABRE de su promotor y de los reguladores de la señalización: fosfatasa ABI1, 
kinasas SnRK2 2.2/ 2.3/ 2.6 y, factores de transcripción ABI3 y ABI5, el cual reconoce 
específicamente los motivos ABRE-ABRE. Igualmente, otros miembros de la subfamilia 
GER, como GER5, son también genes de respuesta a ABA aunque sólo GER4 posee 
motivos ABRE en su promotor.  
 
4. GEM actúa en la semilla como un regulador negativo de la señalización por ABA  
promoviendo la germinación, incluso en condiciones de alta salinidad. En la planta, 
promueve el crecimiento radicular que el ABA inhibe y mejora la tolerancia a sequía.  
 
5. A nivel del transcriptoma de la planta, GEM modifica la expresión de unos 60 genes en 
condiciones normales, muchos de los cuales son genes de respuesta a ABA. Esta 
alteración también se observa en tratamiento con ABA donde algunos genes de respuesta 
están desregulados en las plantas gem-1 y GEMoe. Además, GEM regula negativamente la 
inducción mediada por ABA de ABAR, un gen que participa en la señalización de ABA y 
que además tiene una regulación dependiente de reloj circadiano.  
 
6. GEM se expresa en una manera circadiana lo cual puede estar relacionado con las 
variaciones en la concentración de ABA que se producen diariamente en la planta puesto 




7. En la floración, de una manera dependiente de fotoperiodo, GEM ejerce un papel 
negativo en la regulación transcripcional del efector CONSTANS que se traduce en un 
retraso en la transición a floración de las plantas GEMoe en condiciones de fotoperiodo 
12L/12D. 
 
8. GEM se encuentra en la membrana formando parte de la proteína periférica y se une 
preferentemente a PI(3)P, PI(4)P y PI(5)P, fosfolípidos que actúan como segundos 
mensajeros en la señalización mediada por ABA, así como a P(4,5)P2, el producto de la 
kinasa de fosfolípidos PIP5K9 que hemos identificado por su interacción con GEM. 
 
9. GEM se encuentra, además, en el núcleo lo que puede significar que esta proteína 
participe en la señalización del ABA al núcleo regulando la respuesta al ABA de manera 
dependiente de la acumulación de segundos mensajeros como P(4,5)P2 acumulados en 
condiciones de estrés celular. 
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Tabla suplementaria 2 : Genes desregulados  en el microarray de plantas gem-1 que superan 
un p-value  ≤ 0,005 y presentan un fold change [FC] ≥ 1,8  
gem-1 
 AGI Descripción FC p-value 
1 AT3G23550 MATE efflux family protein  3,76 5,39 E-05 
2 AT4G31800 WRKY family transcription factor ( WRKY18) 3,59 1,79 E-06 
3 
AT3G49620 
2-oxoacid-dependent oxidase DARK INDUCIBLE 
11 (DIN11)  3,22 5,72 E-05 
4 AT4G25810 xyloglucan transferase 6 (XTR6)  3,02 4,50 E-05 
5 AT5G39580 peroxidase, putative  2,89 5,73 E-04 
6 AT5G61160 transferase family protein  2,83 1,02 E-03 
7 AT4G02330 pectinesterase family protein  2,76 7,74 E-04 
8 AT1G35140 phosphate-responsive protein, putative  2,67 1,48 E-04 
9 AT1G19380 expressed protein  2,47 3,02 E-05 
10 AT3G45970 expansin family protein (EXPL1)  2,42 9,87 E-05 
11 AT2G19800 myo-inositol oxygenase family gene (MIOX2) 2,36 3,32 E-07 
12 AT2G26560 patatin, putative  2,34 8,05 E-04 
13 AT2G14740 vacuolar sorting receptor 3 (VSR3) 2,29 2,91 E-07 
14 AT3G16530 legume lectin family protein  2,21 1,93 E-03 
15 AT2G31010 protein kinase family protein  2,19 2,33 E-04 
16 AT4G30280 xyloglucan transferase, putative  2,15 2,97 E-03 
17 AT4G11000 ankyrin repeat family protein  2,14 1,52 E-03 
18 
AT4G32800 
member of the DREB subfamily A-4 of ERF/AP2 
transcription factor  2,13 3,39 E-05 
19 AT1G17420 Lipoxygenase 3 (LOX3) 2,07 2,12 E-04 
20 AT1G57990 purine permease-related  2,07 8,35 E-05 
21 AT3G59350 serine/threonine protein kinase 2,06 8,48 E-05 
22 AT4G35180 amino acid transporter family protein  2,05 5,33 E-04 
23 AT2G34930 disease resistance family protein  2,02 2,58 E-05 
24 AT1G72520 Lipoxygenase (LOX4)  2,02 1,41 E-03 
25 AT2G25735 expressed protein  2,00 3,93 E-03 
26 AT5G67080 member of MEKK subfamily (MAPKKK19) 1,99 3,51 E-04 
27 
AT4G21680 
proton-dependent oligopeptide transport (POT) 
family protein 1,98 5,36 E-05 
28 AT1G66160 CYS, MET, PRO, and GLY protein 1 (CMPG1) 1,94 1,22 E-03 
29 AT4G28085 expressed protein  1,94 1,33 E-04 
30 AT2G35290 expressed protein  1,93 1,36 E-05 
31 AT1G50040 expressed protein  1,92 2,62 E-05 
32 AT4G08950 EXORDIUM (EXO)  1,91 9,36 E-05 
33 AT2G47550 pectinesterase family protein  1,90 1,92 E-03 
34 AT1G02660 lipase class 3  1,88 5,80 E-05 
35 AT5G22570 WRKY family transcription factor (WRKY38)  1,87 3,71 E-06 
36 AT5G05440 ABA receptor (PYL5) 1,85 3,72 E-06 
37 AT1G76650 calmodulin-like 38 (CML38) 1,84 3,92 E-03 
38 AT4G10270 wound-responsive family protein  1,83 1,39 E-03 
39 AT1G72060 serine-type endopeptidase inhibitors 1,83 6,64 E-04 
40 AT2G32210 expressed protein 1,83 1,75 E-03 
41 AT3G30775 proline oxidase EARLY RESPONSE TO 1,82 3,55 E-05 
DEHIDRATATION 5  (ERD5)  
42 AT4G38400  member of EXPANSIN-LIKE (EXPL2)  1,81 2,57 E-06 
43 AT4G31000 calmodulin-binding protein  1,80 1,12 E-03 
44 AT3G62150 P-glycoprotein 21 (PGP21) 1,80 2,89 E-04 
45 AT4G22200 potassium channel light dependent (AKT2)   -1,81 9,51 E-06 
46 AT2G21210 putative auxin-regulated protein  -1,83 1,45 E-06 
47 AT1G69530 expansin 1 (EXP1) -1,91 2,33 E-04 
48 AT3G02380 zinc finger protein CONSTANS-LIKE 2 (COL2)  -1,94 7,67 E-05 
49 AT2G15020 expressed protein  -1,95 3,45 E-04 
50 AT3G44450 expressed protein  -1,96 5,67 E-04 
51 
AT5G20150 
SPX (SYG1/Pho81/XPR1) domain-containing 
protein  -2,00 1,79 E-03 
52 AT4G38860 putative auxin-responsive protein -2,02 1,85 E-04 
53 AT2G46790 pseudo-response regulator 9 (PRR9)  -2,16 4,43 E-06 
54 AT2G40610 Expansin family (EXP8)  -2,32 6,17 E-05 
55 AT1G73010 pyrophosphate-specific phosphatase (PS2) -2,48 2,90 E-03 
56 AT1G60590 Pectin lyase-like superfamily protein -2,55 1,69 E-08 


































 Tabla suplemetaria 3: Genes desregulados  en el microarray de plantas GEMoe que superan un 
p-value  ≤ 0,005 y presentan un fold change [FC] ≥ 1,8  
 
GEMoe 
 AGI Descripción FC p-value 
1 AT2G22475 GRAM domain-containing protein GEM 53,62 1,67 E-11 
2 AT3G45970 expansin family protein (EXPL1) 2,56 1,76 E-06 
3 AT2G31010 protein kinase family protein  2,44 8,78 E-08 
4 AT1G50040 expressed protein  2,09 3,13 E-05 
5 AT2G19800 myo-inositol oxygenase family gene (MIOX2) 2,08 8,88 E-05 
6 AT2G14740 vacuolar sorting receptor, putative VSR3 2,07 6,71 E-06 
7 AT1G79700 Pathogenesis-related transcriptional factor/ERF 2,06 5,14 E-05 
8 AT4G31800 WRKY family transcription factor (WRKY18) 2,03 2,86 E-03 
9 AT5G26220 ChaC-like family protein  2,02 1,34 E-05 
10 AT5G45130 RAB HOMOLOG F2A (RHA1) 2,01 5,94E-07 
11  
AT4G02330 pectinesterase family protein  1,98 2,5 E-04 
12 AT4G25810 endo-xyloglucan transferase, putative (XTR6)  1,98 3,39 E-05 
13 AT5G44260 zinc finger (CCCH-type) family protein  1,97 1,02 E-03 
14 AT1G11380 PLAC8 family protein 1,90 1,86 E-06 
15 AT2G17230 EXORDIUM like 5 (EXL5) 1,88 9,52 E-05 
16 AT1G61100 disease resistance protein (TIR class), putative  1,88 1,69 E-05 
17 AT1G02660 lipase class 3 family protein  1,88 3,80 E-04 
18 AT4G10270 wound-responsive family protein  1,88 1,38 E-05 
19  
AT4G19530 
disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), 
putative  1,87 3,95 E-05 
20 AT5G51550 EXORDIUM like 3 (EXL3) 1,86 6,55 E-06 
21 AT2G33570 expressed protein  1,86 6,56 E-06 
22 AT3G59350 serine/threonine protein kinase  1,86 7,04 E-05 
23 AT1G36370 putative serine hydroxymethyltransferase 1,84 3,51 E-05 
24 AT2G42580 member of the TTL TPR Repeat (VIT) 1,83 8,81 E-05 
25 AT4G13340 extensin family protein  1,80 1,21 E-03 
26  
AT4G26850 protein involved in ascorbate biosynthesis (VTC2) -1,80 6,37 E-06 
27  
AT1G22990 
Heavy metal transport/detoxification superfamily 
protein  -1,80 2,93 E-05 
28 AT2G31380 B-box zinc finger protein that interacts with COP1  -1,80 1,77 E-05 
29 
AT3G03480 
acetyl CoA:(Z)-3-hexen-1-ol acetyltransferase 
(CHAT) -1,81 4,06 E-03 
30 AT1G68620 alpha/beta-Hydrolases superfamily -1,81 2,78 E-04 
31 AT5G24150 squalene epoxidase 1,1 (SQP1,1)  -1,83 5,81 E-04 
32 
AT2G17040 
Member of the NAC transcription factor family 
(ANAC036) -1,84 2,40 E-04 
33 AT4G29780 expressed protein -1,84 4,31 E-04 
34 AT3G21760 UDP-glucosyl transferase family protein (HIR1) -1,84 8,84 E-06 
35 AT4G25250 Pectin methylesterase inhibitor family protein -1,86 5,75 E-05 
36 
AT2G45130 
SPX (SYG1/Pho81/XPR1) domain-containing protein 
(SPX3) -1,88 1,71 E-03 
37  Leucine carboxyl methyltransferase -1,89 1,77 E-03 
AT5G42760 
38 AT3G44450 expressed protein  -1,90 1,81 E-03 
39 AT4G01630 Expansin family (EXP17)  -1,91 7,79 E-05 
40 AT2G19650 DC1 domain-containing protein -1,91 6,86 E-05 
41 AT1G21525 pseudogene of unknown protein -1,91 9,20 E-04 
42  
AT1G69490 
member of the NAC transcription factor gene 
family(ANAC029) -1,92 5,32 E-04 
43 AT3G03470 member of CYP89A  -1,92 1,51 E-03 
44 
AT1G80130 
Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily 
protein -1,92 3,06 E-06 
45 AT3G02380 zinc finger protein CONSTANS-LIKE 2 (COL2)  -1,93 2,99 E-06 
46 AT4G22200 potassium channel light dependent (AKT2)   -1,93 1,27 E-04 
47 AT1G69530 expansin, putative (EXP1)  -1,93 7,53 E-06 
48 AT5G17860 calcium exchanger 7 (CAX7) -1,93 3,01 E-03 
49 
AT5G17300 
Myb-like transcription factor that regulates 
hypocotyl growth (RVE1) -1,97 4,21 E-04 
50 AT4G11280 ACC synthase 6  (ACS6)  -1,97 6,95 E-06 
51 AT4G12280 copper amine oxidase family protein  -1,99 7,06 E-04 
52 AT3G17790 acid phosphatase type 5 (ACP5)   -1,99 3,49 E-03 
53 AT1G05650 pectinase, putative  -2,04 2,50 E-06 
54 AT2G37770 aldo/keto reductase family protein  -2,06 4,11 E-04 
55 AT4G25000 alpha-amylase (AMY1) -2,06 6,58 E-05 
56 AT5G54610 ankyrin repeat family protein (ANK) -2,07 1,15 E-03 
57 AT5G59320 lipid transfer protein 3 (LTP3) -2,09 1,92 E-03 
58 AT4G24700 expressed protein  -2,10 2,51 E-05 
59 AT2G18050 histone H1-3  -2,17 5,10 E-04 




phosphatase(PEPC1) -2,21 1,57 E-03 
62 AT2G46790 pseudo-response regulator (PRR9) -2,26 7,94 E-05 
63 AT5G20150 SPX (SYG1/Pho81/XPR1) domain-containing protein  -2,31 8,67 E-04 
64 
AT1G52890 
NAC transcription factor whose expression is 
induced by drought, high salt, and abscisic acid. 
(NAC019) -2,37 4,93 E-04 
65 AT3G28270 expressed protein  -2,39 2,42 E-04 
66 AT3G47420 glycerol-3-phosphate transporter -2,53 1,92 E-05 
67 AT5G20790 expressed protein  -2,58 1,54 E-03 
68 AT2G15020 expressed protein  -2,59 3,62 E-07 
69 AT5G47450 tonoplast intrinsic protein, transports -2,61 1,67 E-04 
70 AT5G52390 photoassimilate-responsive protein -2,73 2,03 E-04 
71 AT5G39520 expressed protein  -2,80 4,75 E-03 
72 AT1G74930 ERF/AP2 transcription factor family (ORA47) -2,81 4,54 E-05 
73 AT1G60590 Pectin lyase-like superfamily protein -2,93 1,76 E-06 
74 AT1G73010 PPs PPase 1 (PS2) -2,99 5,45 E-04 
75 
AT2G33380 
calcium binding protein whose mRNA is induced 
upon treatment with NaCl, ABA and in response to 
dessication (RD20) -3,38 1,44 E-04 
76 AT5G59310 lipid transfer protein 4 (LTP4) -4,23 3,17 E-04 
 
